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1. Bevezetés

A krénikus mieloid leukémia (CML) a kronikus mieloproliferativ neopldzidk csalddjanak a
tagja. A 9-es és a 22-es kromoszomak hossza karjai kozott 1étrejott reciprok transzlokaciod
(Philadelphia kromodszoma) kovetkeztében kialakulo fuzidos gén egy szabalyozatlan
tirozinkinaz aktivitassal bird fehérjét kodol (BCR::ABL1). Ez a kérosan fokozott tirozinkinaz
aktivitasu fehérje a sejtosztodas, az adhézid, illetve a programozott sejthalal jelatviteli
utvonalainak szigortan szabalyozott egyenstlyat felboritva a BCR::ABL1 pozitiv sejtek
malignus genetikai transzformacié molekuldris szintli megismerése segitett a célzott
daganatellenes terapia kidolgozdsdhoz, amihez a BCR::ABL1 fehérje koros tirozinkindz
aktivitasanak gatlasa kivalo célpontot jelentett. Druker és munkatérsai az 1990-es évek végén
fejlesztették ki az STIS71 néven ismertté valt, majd imatinib néven térzskonyvezett molekulat,
ami a BCR::ABL1 fehérje kinaz ,,zsebében” elfoglalja az ATP helyét, igy akadalyozva meg a
szubsztrat foszforilacigjat. A koradbban alkalmazott a—interferon kezelésre nem reagald vagy
intolerans, kronikus fazisi betegeknél napi 300 mg feletti dozis esetén 90%-ban komplett
hematologiai, 50%-ban pedig komplett vagy major citogenetikai valasz alakult ki. A klinikai
vizsgalatok tapasztalatai az évek sordn minden vérakozast feliilmulva erdsitették meg a
tirozinkinaz-gatld (TKI) kezelés kezdeti kivaldo eredményeit. Az imatinib igen kedvezd
gyogyszertani tulajdonsdgokkal rendelkezik, szijon &t alkalmazhatd, nagymértékben
specifikus, jol toleralhatd gydgyszernek bizonyult, és a mellékhatasok is minimalisak voltak.
Az elmult két évtized folyaméan a célzott molekularis terdpia a malignus hematologiai
betegségek gyogyitasanak alapvetd eszkozévé valt. A mésodik (nilotinib, dazatinib, bozutinib)
¢s harmadik (ponatinib) generacios tirozinkinaz-gatlok kifejlesztésével az imatinibre nem
megfelelden reagald vagy intolerdns esetek is kezelhetové valtak. A mésodik generdcios TKI-
kezelések mellett azonban joval nagyobb aranyban alakulhatnak ki stlyos mellékhatasok is. A
nilotinib és a ponatinib kezelések kapcsan kardiovaszkularis események (artérids €s vénas
tromboembolia, akut koronaria szindroma, stroke, periférias érbetegség, hipertonia), dazatinib
kezelés mellett pedig mellkasi folyadék gyiilem és vérzékenység (gyomor-bél traktust, kozponti

idegrendszer) gyakoribb el6fordulasat észlelték.

A CML felismerésekor a betegek tobb mint fele 65 évnél iddsebb. Ennek megfelelden a
kardiovaszkularis megbetegedések eléfordulasa is gyakoribb. A kezelés megkezdése elott ezért

részletes kardio-metabolikus szilirdvizsgalatok elvégzése javasolt, melyeket a folyamatos TKI



terapia mellett adott idopontokban rendszeresen ellendrizni kell. A szlirOvizsgalatok elvégzése
az iszkémids szivbetegséghez, az iszkémids cerebrovaszkuldris eseményekhez, vagy a
periférids artérias elzarodasos betegséghez vezetd vaszkularis események ido eldtti, valamint a
magasvérnyomas betegség idében torténd felismerését és megel6zését segiti. A dazatinibbel
végzett korabbi in vitro és ex vivo vizsgalatok a primer hemosztazis elégtelen miikodését
igazoltdk. A nilotinib és a ponatinib kezelések mellett észlelt gyakori kardiovaszkularis

mellékhatasok hattere ugyanakkor kevésbé tisztazott.

A primer hemosztazis érzékeny indikatorai a kett6s agonista (kollagén és trombin) aktivacio
kapcsan képz6dé "coated ’-vérlemezkék (collagen and thrombin activated), melyek aktivalt
vérlemezkék egy specialis alcsoportjat alkotjak. A "coated”-vérlemezkék egy igen jelentds
prokoaguléans aktivitassal bird aktivalt thrombocita alpopulaciot jelentenek. K6zos jellemzdjiik
a mitokondrialis depolarizacid, a tartds citoplazmatikus kalcium-szint emelkedés, a foszfatidil-
szerin (PS) sejtfelszini expresszidja, és a fibrinogén (GPIIbllla) receptorok inaktivalodasa.
Felsziniikon szamos funkciondalisan aktiv prokoagulans fehérje, koztiik fibrinogén, V-6s faktor
¢s von Willebrand faktor mutathato ki. Ezeknek a prokoagulans "coated"-vérlemezkéknek a
tultermelddése kordbban szdmos trombotikus folyamatban igazolhatd volt. Ugyanakkor a
"coated"-vérlemezkék csokkent aranya mutathatod ki spontan agyvérzés, lacunaris stroke, illetve

sulyos hemofilia A eseteiben.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Kronikus mieloid leukémia

A tirozinkinaz-gatlo kezelés radikalis valtozast hozott a CML kezelésében. Az 1970-es években
- amikor csak citotoxikus szerek alltak rendelkezésre - a 10 éves tulélési arany 20% volt. Ez
50%-ra emelkedett az allogén csontvel6-atiiltetés és az o—interferon bevezetésével. Az igazan
jelentds valtozas az elmult 25 évben, a tirozinkinaz-gatlo kezeléssel kovetkezett be. Ma a 10
éves talélés kozel 90%; a betegek tulélése az egészséges felnottekével kozel egyezo. Jelenleg a
betegek jelentds részénél a TKI kezelés folyamatos, életfogytig tartd terapiat jelenthet. A
diagnodziskor rogzitett beteg- és betegség-specifikus jellemzok (életkor, 1ép-méret, vérlemezke-
szam, valamint a blasztok aranya, eozinofilia és bazofilia mértéke a periférias vérben) alapjan
a korlefolyas megjosolhato. A progndzis meghatarozasara szamos pontrendszer ajanlott. Ezek
koziil a Sokal index a legrégebben hasznalt, ezt alkalmaztak a legtobb klinikai vizsgalatban is.

Az egyes pontrendszerek kockazati tényezdit a TKI kezelésre adott valasz, és a tilélés kozotti



Osszefiiggések megitélésére hataroztadk meg. Mivel a betegek tobbsége ma mar a leukémias
progressziotdl fliggetlen okok miatt hal meg - mikdzben a CML tartés és mély molekularis
remisszidban van - Gjabb kockazatbecsld pontrendszereket is kidolgoztak a CML-hez kothetd
halalozas valoszintiségének elorejelzésére. Ezek a EUTOS (European Treatment and Outcome
Study for CML) ¢és az EUTOS hossza tava talélési (EUTOS long term survival: ELTS)
pontszamok. Az ELTS pontszam ugyanazokat az egyszeri vérkép adatokat, a lépméretet,
valamint a kort hasznalja, mint a Sokal index. A f6 kiilonbség az életkor prognosztikai
értékében van, mivel a TKI-vel kezelt betegeknél a kor a teljes tulélést kevésbé befolyasolja
(ELTS pontszam), mint a hagyomanyos kemoterapiaval kezelt betegek esetén (Sokal

pontszam).

A CML kezelésében jelenleg elfogadott riziko-adaptalt kezelési stratégia alkalmazasa soran
elébb mindig a terdpias célt kell megvalasztanunk. A fiatal betegeknél, egyéb tarsbetegség
hianydban a minél gyorsabban elért, minél mélyebb molekularis valasz (DMR), és a
kezelésmentes remisszid (TFR) az elsddleges cél. Az idésebb, szamos tarsbetegségben is
szenvedd betegeknél pedig dnmagaban a tilélés, az életmindség javitasa, az akceleralt és a
blasztos fazis megeldzése a kitlizott cél. A beteg életkora, altalanos allapota és a kisérd
betegségek értékelése mellett a valasztott TKI mellékhatas profilja is kiemelkedéen fontos

jelentéséggel bir.

A TKI kezelés soran, az European Leukemia Network (ELN) legujabb (2023. oktober) ajanlasai
alapjan meghatarozott idépontokban ellendrizni kell a hematologiai, citogenetikai €s a
molekuléris valaszokat, majd a kapott eredmények alapjan kell donteni a tovabbi teenddk
(kezelés folytatasa, terapia modositasa, allogén dssejt transzplantacio, stb.) feldl. A korképet
meghataroz6 genetikai instabilitds miatt a citogenetikai statusz megallapitasa a diagnoziskor,
majd annak kovetése a kezelés soran elengedhetetleniil fontos, ugyanis a fluoreszcens in situ
hibridizacié (FISH) és a PCR vizsgalatok az esetleges egyéb kromoszoma eltéréseket nem
tudjak kimutatni. Bizonyos kromoszoma aberrdcibk CML-ben nagyobb gyakorisaggal
fordulnak eld, és befolyasoljak a betegség kimenetelét is. A BCR::ABL1 fuzids gén mennyiségi
meghatdrozasa (reverz transzkriptdz quantitaiv PCR moddszer, RT-qPCR) a TKI kezelés
kovetésének alapja. A modszer sztenderdizalasa (international score, IS) lehetové tette az egyes
molekuléris laboratoriumok 4altal kiadott eredmények Osszehasonlithatosagat, és ennek
megfeleléen egységes, nemzetkozi irdnyelvek kialakitasat. Kontrollalt klinikai vizsgalatok

igazoltak, hogy a kezelés 3. honapjaban mért 10% alatti BCR::ABL1 [IS] érték a progresszio



mentes talélést (PFS) megbizhatoan eldrejelzi. A TKI kezelés 6. honapjaban mért 1% feletti
vagy 12. hoénapjaban mért 0,1% feletti BCR::ABL1 [IS] értékek a kezelés elégtelenségét jelentik
¢s ilyen esetekben terapia valtas sziikséges. Az RT-qPCR érzékenységének novelésével a mély
molekularis valaszok is értékelhetové valtak, lehetdséget teremtve az esetleges késobbi terapia

mentes idoszak pontos monitorozasara is.

Az elsé vonalban alkalmazott TKI-vel szemben 30-40%-ban rezisztencia vagy intolerancia
alakulhat ki. A rezisztencia leggyakoribb oka a BCR::ABL1 fuziés gén szomatikus
pontmutécidja, amely a koérkép genetikai instabilitdsabol adodik. Jelenleg tobb mint 100
kiilonb6z6 mutacié ismert. Eléfordulasuk az akceleralt és blasztos fazisban gyakoribb, és rossz
progndzist jelentenek. A pontmutici6 a BCR::ABL1 fehérje térszerkezetében olyan
konformécio valtozast hozhat létre, amely megakaddlyozza a TKI molekula specifikus
kapcsolodasat az ABL1 tirozinkindz doménjéhez (TKD), és a kezelés eredménytelenségéhez
vezethet. A korlefolyas soran egyszerre tobb mutacié is kialakulhat, amely érinthet tobb
BCR::ABL1 pozitiv sejtklont (poliklondlis mutacio), vagy egy adott klon BCR::ABL1
génszakaszan beliil alakul ki (“’compound” mutacid). Tobb muticid esetén ez utdbbi joval
gyakoribb és egyszerre tobb TKI-vel szemben is rezisztencidt okozhat. A T3151 mutécio
jelenléte a ponatinib és aszciminib kivételével az Osszes jelenleg rendelkezésre allo TKI

terapiaval szembeni rezisztenciat okoz ( “gatekeeper’ mutacio).

A TKI rezisztencia kialakulhat a TKI nem megfeleld plazma koncentracioja miatt is. Ennek oka
leggyakrabban az elégtelen beteg compliance, valamint a terapiahiiség (adherencia) hianya. Az
adherenciat leginkabb a TKI kezelés okozta mellékhatasok befolyasoljak (intolerancia). A
korai, 4ltaldban hematologiai mellékhatasok (hematologiai toxicitds) a TKI atmeneti
elhagyasaval, a dozis csokkentésével, vagy masik TKI-ra valo valtassal jol uralhatoak. Az
elhiz6do, nem sulyos (grade 1-2), de az ¢€letmindséget tartosan negativan befolyasolo
mellékhatasok jelentés adherencia gondot jelentenek és a compliance romlasaval elégtelen
terapias valaszhoz vezetnek. Ilyenkor sziikséges lehet a TKI plazma szintjének ellendrzése. TKI
rezisztencia gyanuja esetén a gyogyszer bevételének pontossagat és a beteg terapiahiiségét
ellendrizni kell. Megfelelé compliance mellett észlelt elégtelen valasz esetén terapia valtas, €s

ezzel egyidében a BCR::ABL1 TKD mutéci6 analizis végzése javasolt.

Jelenleg Magyarorszagon elsé terapids vonalban az Nemzeti Egészségbiztositasi Alapkezeld

(NEAK) hirom TKI-t tdmogat (imatinib, nilotinib, dazatinib). Amig az elsé vonalban



alkalmazott imatinib kezelés a legkevesebb mellékhatas mellett (a masodik generacios TKI
kezeléshez hasonldan) javitja a teljes talélést, addig az els¢ vonalban alkalmazott mésodik
generacids TKI terdpia a gyorsabban kialakuld és mélyebb molekularis valasz révén elérhetdvé

teheti a betegek szamara a kezelésmentes tulélést, a teljes gyogyulas elvi lehetdségét is.

Az els6 vonalban alkalmazott TKI kezelések kapcsan kialakul6 rezisztencia, vagy a betegek
életmindségét hosszl tavon negativan befolyasold mellékhatdsok (intolerancia) esetén a terapia
modositasara van szilikség. Primer vagy szekunder rezisztencia esetén minden esetben csontveld
¢s citogenetikai vizsgalat elvégzése szilikséges az esetleges klonalis evolucio (szerzett
kromoszoéma aberraciok) felismerése, és a betegség fazisanak (akceleracié?, blasztos
transzformacio?) pontos meghatarozasa miatt. Jelenleg Magyarorszagon masodik vonalban a
NEAK harom mésodik generdcios TKI kezelést tAmogat (nilotinib, dazatinib, bozutinib). A
masodik generacios TKI kezelés evidencidi ugyanakkor elmaradnak az imatinib kezelés
kapcsan nyert tapasztalatoktol, és a masodik generacios TKI-k okozta mellékhatasok - melyek

szamos szervrendszert érinthetnek - is joval gyakoribbak.

A TKI kezeléssel szembeni rezisztencia esetén javasolt a BCR::ABL1 gén mutacios analizise
is, ugyanis T3151 mutacié esetén ponatinib vagy aszciminib kezelés, vagy allogén Ossejt

transzplantacio (allo-SCT) elvégzése sziikséges.

A betegek kis részénél az elsd kronikus fazisban tapasztalt, tobb TKI-vel szemben is fennallo
intolerancia, vagy rezisztencia eseteiben, a diagnoziskor észlelt, vagy a TKI kezelés soran
kialakulo, rossz prognozist jelzé kromoszoma rendellenességek és T3 151 mutacio esetén allo-
SCT elvégzése javasolt. Elsé vagy masodik vonalban alkalmazott masodik generacios TKI
kezeléssel szemben kialakul6 intolerancia vagy rezisztencia eseteiben szintén idében meg kell
fontolni az allo-SCT lehet6ségét. Ilyenkor (3. vagy 4. vonal) ugyanis az alternativan valaszthato
TKI kezelés mar nem minden esetben képes a megfeleld citogenetikai és molekularis valaszt
fenntartani. Ebben az esetben a valasztott masodik generacioés TKI kezelést a-interferonnal
lehet kiegésziteni, illetve ponatinib, vagy lehetdség szerint vizsgalati fazisban 1évo egyéb TKI
kezelés (pl. vodobatinib) elinditdsa mérlegelendd, és a beteget fel kell késziteni az allogén dssejt
transzplantaciora. Diagnoziskor észlelt akceleraciora utald eltérések esetén a beteget nagy
rizikojinak kell tekinteni, és elégtelen terapias valasz esetén allo-SCT elvégzése javasolt.
Ellen6rzott TKI terdpiahliség ellenére kialakuld akceleralt fazis az allo-SCT mieldbbi

megszervezését indokolja.



A korai és mély molekuléris vélasz elérése egyértelmiien javitja mind a betegségmentes, mind
pedig a teljes tulélést. Mindezek eléréséhez azonban a TKI kezelés folyamatos €s pontos
molekuléris bioldgiai ellenérzése, ezen laboratoriumi modszerek sztenderdizalt alkalmazasa
(laboratoriumon beliili és az egyes laboratoriumok kozotti), az elért terapias valaszok egységes
iranyelvek alapjan torténd, gondos mérlegelése, sziikség esetén pedig a kezelés megfeleld
modositasa sziikségesek. A kezelésre adott valasz pontos molekuldris monitorozasaval a
betegek egyre nagyobb hanyada érheti el a megfelelden mély molekuléris valaszt és kaphat
reményt a tartds gyogyszer- és betegségmentes tulélésre. Legaldbb 5 éves folyamatos TKI
kezelés és megfeleloen mély (MR4.5 vagy MRS5) és tartds (legalabb 2 év) molekularis valasz
esetén, amennyiben terapia valtasra korabban csak TKI intolerancia miatt volt sziikség, Ggy a
TKI kezelés felfliggesztése megprobalhatd. Imatinib esetén a betegek 40%-a, mig masodik
generacios TKI esetén 50%-a marad kezelés nélkiil is tartdsan mély molekularis remisszidban.
A kezelésmentes idészak elsé 6 honapjaban a molekularis valasz szoros (minimum 4 hetente
végzett) ellenérzése indokolt. A TKI terapiat 0jbol el kell kezdeni abban az esetben, ha a

molekularis valasz MMR-nal (MMR3) rosszabb értéket mutat.

2.2. Prokoagulans, ”coated”-vérlemezkék

A vérlemezkék prokoagulans aktivitdsa tobb tényezdben is megnyilvanul. Az aktivalt
vérlemezkék felszinére negativ toltésti foszfolipidek (foszfatidilszerin, PS) keriilnek, melyek
olyan enzim komplexek kialakulasat segitik eld, melyek a koagulacids kaszkad hatékony
miukodésében elengedhetetlenek (protrombinaz és tenaz). A koagulacios kaszkad lancreakcidok
sorozatabol all, melyek soran inaktiv proenzimekbdl, prekurzor fehérjékbdl aktiv enzimek
képzddnek. A keletkezd enzimek egymads hatdsat amplifikalva, valamint makromolekularis
komplexekbe rendezddve (protrombindz és tenaz komplexek) a vérlemezke aggregacion tal a
véralvadas humoralis (koagulacios) folyamatait erdsitik. A protrombinaz komplex részét képezi
a X-es faktor, egy kofaktor fehérje (V-0s faktor), az enzim szubsztratja (protrombin), a
trombocita sejtmembran anionos foszfolipid felszine (PS), valamint a mindezek kotddéséhez
feltétlentil sziikséges kalcium. A komplexek létrejottének eldnye, hogy a trombin generaciod
lényegesen hatékonyabban mehet végbe az aktivalt vérlemezkék felszinén, amely igy

kozvetleniil az érfalsériilés helyére lokalizalodik.

Ezek az események kulcsfontossadguak a vérvesztés hatékony megakadalyozéasa szempontjabol.

Ugyanakkor a folyamat pontos szabalyozasanak felboruldsa érelzarodéast okozhat, ami



iszkémidhoz, és a 1étfontossagu szervek infarktusahoz vezet. Az artérias trombozis az egyik
legjelentdsebb klinikai haldlok, amelyet az ateroszklerotikus plakkok repedése vagy erézidja
okoz, ami trombocita adhézidhoz, aggregaciohoz, majd a koszorterekben és az agyi artéridkban
szivizominfarktust, illetve stroke-ot okozé trombus-képzodéshez vezet. Az artérias trombozis

kialakulasanak hatterében allo Osszetett hemosztatikus folyamatok vizsgalata fontos az

crer

A vérlemezkék aktivaciojuk soran eltéré6 modon keriilhetnek aktivalt allapotba, ezéltal
heterogén sejtfelszini tulajdonsagokkal rendelkezd, két kiilonboz6 funkcidja alosztalyt hoznak
létre. A két alosztalyt az aggregald €s a prokoagulans vérlemezkék képezik. A prokoagulans
vérlemezkék alcsoportjara az jellemz0, hogy aktivacidjukat kdvetden az intracellularis kalcium
szint tartésan megemelkedik. Ennek kovetkeztében a vérlemezkék membranjanak kiilsd
felszinén megndvekszik a PS expozicié. Ez a tendz €s protrombindz komplexek aktivitdsanak
fokozddasahoz vezet, melyek a trombin- és fibrinképzddést segitik el6. A prokoagulans
vérlemezkék a primer vérrdg kialakuldsa sordn a trombus felszinére keriilnek, igy a
legérzékenyebb helyen (érfal sériilés) megfelel6 mennyiségli trombin és a fibrin képzddést

biztositanak.

A prokoagulans vérlemezkék egyik alcsoportja a "coated"-vérlemezkék, melyek két kiillonbozo,
erds agonista (pl. trombin és kollagén) egyidejli aktivalo hatasara jonnek létre. Jellemzd rajuk,
hogy felszinlikon nagy mennyiségben talalhatd PS, és képesek irreverzibilisen megkotni az o.-
granulumokbol felszabaduld prokoagulans fehérjéket is, melynek eredményeként fokozott
hemosztatikus aktivitdssal birnak. A prokoaguladns vérlemezkek létrejotte féleg a GPVI
receptoron keresztiili jelatviteli utakon torténik. A PS-t expresszalo vérlemezkéken a GPIIb/IIIa
tobbnyire inaktiv. Ezzel szemben az aggregald vérlemezke populaciora az jellemzd, hogy PS
expressziot alig mutatnak, aktivacidjukat kovetden kialakulo intracellularis kalcium-szint
novekedés gyorsan lecseng, és a GPIIb/Illa receptor aktiv konformaciéban van jelen a
felszinlikon, ami nagy affinitassal koti meg a fibrinogént, mely vérlemezke aggregacidhoz

vezet.

Az é4ramlasi citometriai vizsgalat konnyen hozzaférhetd, egyszeri és gyors hematologiai
diagnosztikai eszkdz. A prokoagulans vérlemezkék termelddési-képességének vagy hianyanak
szamszer(isitésére, valamint a fenotipus szempontjabol kiilonb6zd trombocita alpopuléciok

elemzésére kivaldan alkalmas metodika. A prokoaguléns aktivitds mdas vizsgalatokkal is



értékelhetd, mint példaul az ex vivo trombocita-aktiviacio fiiggd trombin képzddés és az
aramlasi kamraban végzett dinamikus vizsgédlatok. Azonban ezek az utdbbi technikak egyeldre
még kisérleti staddiumban vannak, és diagnosztikai alkalmazhatosaguk tovabbi sztenderdizacios

vizsgalatokat igényelnek.

Szamos vizsgalatban igazoltak a protrombotikus allapoti betegekben a fokozott "coated"-
vérlemezke képzOodést. A prokoagulans vérlemezkék atlagos ardnyat nagyobbnak talaltdk
stroke €s TIA esetén az egészséges kontrollcsoporthoz képest. A vizsgalatok szerint a stroke
vagy a TIA bekovetkezésének idOpontjaban mért nagyobb "coated"-vérlemezke szam
prognosztikai jelentéséggel bir az agyi keringészavar kiujulasanak gyakorisaga szempontjabol.
Utéérsziikiilet esetén a legnagyobb prokoagulans vérlemezke arannyal jellemzett (>50%)
csoportba tartoz6 betegeknél a korai iszkémias események kialakuldsanak kockazata nagy.
Hasonloképpen, a tiinetmentes f6 nyaki iitéér sziikiiletben szenvedd betegeknél a "coated"-
vérlemezkék nagy aranya (45%) elorejelezte a stroke vagy a TIA kialakulasanak kockazatat.
Tovabba nagyobb prokoagulans trombocita-arannyal (42,6%) rendelkezé betegeknél
gyakrabban jelentkeztek ismétlddd iszkémids események lakundris stroke utan. Koszortér-
betegségben ¢és szivelégtelenségben is megfigyelték a prokoagulans vérlemezkék emelkedett
aranyat. Az akut vaszkularis események kapcsan végzett "coated"-platelet vérlemezke-
potencial meghatarozas a stlyosabb korlefolyas eldrejelzésében is segitséget nyujhat. Agyi
aneurizma ruptura kapcsan kialakuldo subarachnoidéalis vérzés esetén a prokoagulans
vérlemezke-képz6dés novekedése Osszefiiggést mutatott a késleltetett agyi iszkémia
kialakulasaval és a kongnitiv funkciok szignifikans romlasaval. A "coated"-vérlemezkék
nagyobb atlagos szama volt igazolhaté dohdnyozok esetén a nemdohdnyzokhoz képest. A
prokoagulans vérlemezke aranyanak valtozasat megvizsgaltak olyan dohényos, stroke-on
atesett betegeknél, akiknek egy része a stroke utan leszokott a dohanyzasrol. Esetiikben a

"coated"-vérlemezke-képz6dés mértékének csokkenését észlelték.

A spontan intracerebralis vérzésben szenvedd betegeket vizsgalva, szignifikansan alacsonyabb
prokoagulans vérlemezke aranyt talaltak egészséges kontrollhoz képest (24,8 9,7% vs. 32,9
12,6%). Hasonlo betegcsoportot vizsgalva, azokndl a betegeknél alakult ki sulyosabb, nagyobb
kiterjedésii vérzés, akiknél a legkisebb volt a "coated"-vérlemezke produkcid. Egy masik
vizsgélatban azt talaltak, hogy a vérzéses események kimenetele, és az ehhez kotheté 30 napon
beliili haldlozas azoknal a betegeknél volt a legrosszabb, akiknél 27% alatti "coated"-

vérlemezke aranyt mértek. Hasonloképpen, azokndl a subarachnoideélis vérzésben szenvedd



betegeknél volt a legnagyobb az egy honapos mortalitas, akik 36.7%-nal kisebb “coated"-
vérlemezke képzddést mutattak. Esszencialis trombocitémia esetén azoknadl a betegeknél, akik
nem részesiiltek hidroxiurea kezelésben, szignifikansan kisebb "coated"-vérlemezke szamot
¢észleltek. A hidroxiurea kezelés alatt 4116 betegek prokoagulans vérlemezke termelddése kozel
megegyezett a kontroll csoportéval, fiiggetleniil attol, hogy volt-e korabban tromboembolias

esemény a betegeknél.

3. Célkitiizések

Munkank célja a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont, Belgyogyaszati Intézet, Hematoldgia
Tanszékén gondozott CML-s betegek TKI kezelése soran Osszegyiijtott beteg-, illetve
betegségspecifikus adatok részletes feldolgozésa, az eredmények értékelése, tovabba az adott
TKI kezelés kapcsan észlelt mellékhatasok vaszkularis hematologiai hatterének in vitro és ex

Vivo vizsgalata az alabbiak szerint:

l.

A TKI kezelés megkezdése eldtt, majd a kezelés soran a tarsbetegségek, valamint az esetlegesen
kialakul6 mellékhatasok pontos felmérése, rendszerezése. A nemkivanatos mellékhatasok
értekelése, és az alkalmazott TKI kezelés riziko-adaptalt modositasa, és az igy elért eredmények

prospektiv médon valo feldolgozasa.

.
A betegek részletes kardio-metabolikus sziird vizsgdlata a TKI kezelés kardiovaszkularis

mellékhatasdnak megeldzése céljabol.

[l
A primer hemosztazis in vitro és ex vivo vizsgalata a dazatinib és ponatinib kezelés kivaltotta

vaszkularis hematologiai események laboratoriumi jellemzése céljabol.

4. Betegek és modszerek
A Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont, Belgyogyaszati Intézet, Hematoldgiai Tanszékén

2010. januar 1. és 2020. majus 31. kozott kronikus fazist CML miatt TKI kezelésben részesiild



120 beteg adatait értékeltiik, kiilonos tekintettel a diagnéziskor mar fennallo tarsbetegségekre,

a kardiovaszkularis rizikora és az egyes TKI-kezelések mellett jelentkezd szovOdményekre.

A primer hemosztazis in vitro és ex vivo vizsgalatai soran onkéntes, egészséges donorok, és
kiilonbozé TKI kezelésben részesiild betegek Na-citrattal alvadasgatolt mintait vizsgaltuk
klasszikus vérlemezke aggregacios modszerekkel (PFA-100, trombin generacio, kollagén
indukalta aggregometria, ATP szekrécid). Emellett gélfiltralt vérlemezkék (GFP) kettds
agonistaval (konvulxin + thrombin) torténé aktivalasat kovetéen a "coated"-vérlemezkék
képzddését hataroztuk meg aramlasi citometriai modszerrel TKI kezelés mellett, illetve annak

hianyaban.

A vizsgalati tervet és a betegdokumentumokat a Debreceni Egyetem helyi etikai bizottsaga

hagyta jova RKEB/IKEB 4875-2017 szamu hatérozata alapjan.

A vérlemezke aktivacidos és aggregacios vizsgalatokhoz egészséges Onkéntesek (in vitro
vizsgalatok), és kronikus fazisa CML vagy Philadelphia kromoszéma pozitiv akut limfoid
leukémia miatt dazatinib, ponatinib vagy nilotinib terapiaban (ex vivo vizsgalatok) részesiild
betegek gélfiltralt vérlemezke (GFP) mintait hasznaltuk. A trombocita aggregacio-gatld
kezelést (ha volt), a vizsgalat eldtt 7 nappal felfiiggesztettiik, és mivel a diabetes mellitus is
befolyasolhatja a "coated"-vérlemezke szamot, a cukorbetegeket kizartuk a vizsgalatbol. A TKI
kezelésben részesiild betegek a mintavétel idépontjaban mar legaldbb 4 honapja folyamatos

TKI kezelés alatt alltak.

A vizsgalatokhoz teljes vért vettiink a konyokhajlat véndjabol 0,109 mol/L (3,2%) natrium-
citratot tartalmazo6 csébe (Becton Dickinson, San Jose, CA). A trombocita dis plazma (PRP)
készitése soran a mintat 10 percig 20 °C-on 170 g-vel centrifugéaltuk. A trombocita szegény
plazma (PPP) készitésekor a vért 15 percig 20 °C-on 1500 g-vel centrifugaltuk.

4.1. A vérlemezke funkcié rutin laboratériumi vizsgalata

A vérlemezke-funkcid sziirése PFA-100 késziilékkel (Siemens, Deerfield, IL, USA),
kollagén/epinefrin (C/Epi) és kollagén/ADP (C/ADP) patronok hasznalataval tortént a
berekesztési id0 meghatarozasaval (closure time; CT). Az 1 pg/ml fibrillaris kollagén (Takeda,
Linz, Ausztria) vagy 500 ng/ml AA (Labexpert Ltd., Debrecen, Magyarorszag) altal kivaltott

vérlemezke-aggregaciot és szekréciot Chrono-Log 700 Iumiaggregométerrel (Chrono)



vizsgaltuk (Log Corp., Havertown, PA, USA). A vérlemezke-gazdag plazmaban a vérlemezke
szamot 250 x 10%I-re allitottuk be trombocita-szegény plazma segitségével. Az aggregicios
folyamatot 8 percig kovettiik, és az eredményeket a fényateresztés maximalis valtozasanak
szazalékaban fejeztikk ki (ATmax %). A trombocita aktivacié soran felszabadulo ATP
mennyiségét biolumineszcens modszerrel hataroztuk meg luciferin-luciferaz reagenssel
(Biotherma AB, Handen, Svédorszag). A maximalis ATP szekréciot umol ATP/10%

vérlemezke-szamban fejeztiik ki.

4.2. A vérlemezkében gazdag plazma elokészitése, és az in vitro és ex vivo vizsgalatok
tervezése
A fentebb leirt centrifugéalast kovetden a PRP vérlemezke szamat trombocita-szegény plazma
hozzaadasaval 250 x 10%/I-re allitottuk be.
Egészséges oOnkéntesekt6l szarmazé PRP-t hasznaltunk a ponatinib hatasanak in vitro
vizsgalatahoz. A kovetkez6 PRP mintékat allitottuk el6:

- nem eldkezelt, kollagénnel vagy ADP-vel vagy konvulxinnal aktivalt

- ponatinibbel el6kezelt, kollagénnel vagy ADP-vel vagy konvulxinnal aktivalt
Az elokezeléshez a ponatinibet 75, 150 és 1000 nM-os végkoncentracidban alkalmaztuk (10
perc, 37 °C). Az elékezelt vérlemezkék aktivalasara 1 pg/ml kollagént, vagy 5 uM ADP-t vagy
125 ng/ml konvulxint hasznaltunk.
Az ex vivo vizsgalatok soran dazatinib, ponatinib vagy nilotinib kezelésben részesiilé betegek
vérmintaibol készitett PRP-kat 1 pg/ml kollagén, vagy 5 uM ADP vagy 500 pg/ml arahidonsav

vagy 125 ng/ml konvulxin hasznalataval aktivaltuk.

4.3. Gélfiltralt vérlemezkék eldallitasa
A PRP mintak gélsziirését Sepharose CL-2B oszlopon (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
végeztiik, és a tisztitott vérlemezkéket 40 x10°%1 sejtkoncentraciora allitottuk be BSGC-ben.

4.4. Aramlasi citometriai vizsgalatok

Minden aramlasi citometrias elemzést BD FACS-Canto II késziiléken (Becton Dickinson,
Mansfield, MA, USA) végeztiink, az adatokat pedig a BD FACSDiva szoftverrel (6.1.3 verzio)
elemeztiik.

A “‘coated"-vérlemezkék értékelése

A trombocita aktivaciot 100 pl 6ssztérfogatban értékeltiik, amely Mix puffert (79 ul), 40x10%/1
koncentracioja GFP-t (10 ul), 1 pl biotinilalt fibrinogént (100 pg/ml; Sigma-Aldrich) és 10 pl



agonistat tartalmazott. A konvulxin végsé koncentracioja 125 ng/ml (Pentapharm, Basel,
Svéjc), a trombin koncentracidja 0,5 U/ml (szarvasmarha trombin; Sigma-Aldrich) volt. A Mix
puffert a kovetkezd komponensekbdl készitettikk: 10 mM HEPES, 1 mg/ml BSA, 2,5 mM
CaCly, 1,25 mM MgCl; és 150 mM NaCl. A keveréket 10 percig 37°C-on inkubaltuk, majd a
reakciot 200 pl 1%-os (tomeg/térfogat) paraformaldehiddel leallitottuk, és 20 percig
szobahdmérsékleten fixaltuk. Fixalas utan 3,5 ml 1 mg/ml BSA-t (PBS/BSA) tartalmaz6 PBS-
t adtunk hozz4, és a mintat 1500 x g-vel 15 percig centrifugéltuk. A pelletet 200 pl anti-CD41a-
PECy-vel ¢és Streptavidin-PE-vel jelolt PBS/BSA-ban ujra szuszpendaltuk, 20 percig
szobahOmeérsékleten, sotétben inkubaltuk, majd PBS-sel torténd mosas utan ismét a fent emlitett
modon centrifugaltuk, majd végiil PBS-ben szuszpendaltuk. A "coated"-vérlemezkék aranyat

szazalékban (%) hataroztuk meg.

Az allbp3 integrin aktiv konformdcidjanak kimutatdsa
peptiddel (TRAP) vagy 25 ng/ml konvulxinnal (GPVI agonista) aktivalt mintak fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) konjugalt PACI és fikoeritrin-cianin 5 (PECy5)-konjugalt CD4la

antitestek kotésével hataroztuk meg.

Vérlemezke-monocita heterotipusos aggregdtumok vizsgdlata

A vérlemezke-monocita aggregitumok meghatdrozasahoz egészséges donoroktdl (n=6)
szarmaz6 teljes vért 75, 150 és 1000 nM ponatinibbel vagy vivéanyaggal (0,2% DMSO)
inkubaltunk 10 percig 37 °C-on, majd a mintadkat konvulxinnal aktivaltuk, vagy aktivalas nélkiil
hagytuk, majd CD14 fikoeritrinnel (PE) és CD42a FITC-vel inkubaltuk. A vorosvérsejteket
lizaltuk, a mintakat kétszer mostuk foszfattal pufferelt sooldattal (PBS), majd
paraformaldehiddel rogzitettiik. A vérlemezke-monocita aggregatumok szazalékos aranyat
fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt CD42a kotéssel hataroztuk meg. Az
eredményeket minden esetben izotipus kontrollként szolgalé non-immun” immunglobulin G

(IgG) kontroll mintakkal hasonlitottuk dssze.

4.6. Alkalmazott statisztikai modszerek

A statisztikai elemzésekhez a GraphPad Prism 6.01-es verzidjat hasznaltuk. Az adatok
eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel értékeltiik. Az in vitro kisérleti csoportok kozotti
kiilonbségek statisztikai szignifikanciajat Gauss-eloszlas esetén egytényez6s ANOVA-val, nem
Gauss-closzlas esetén Kruskall Wallis teszttel elemeztik. A CML-es betegek



gyogyszeradagolas elotti (0 ora), illetve a gyogyszeradagolas utan 1 és 4 oraval kapott
eredményei kozott adodo kiillonbségek statisztikai szignifikancidjat Gauss-eloszlas esetén paros
Student-féle t-probaval, nem Gauss-eloszlas esetén Wilcoxon rangprobaval elemeztiik. A
kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a p-értékek 0,05 alatt voltak. A TKI

kezelésben részesiilo6 CML-es betegek tulélését Kalpan-Meier becsléssel hataroztuk meg.

5. Eredmények

5.1. A CML-es betegcsoport klinikai vizsgalata

2010. januar 1. és 2020. majus 31. kozott 120 kronikus fazist CML miatt TKI kezelésben
részesiilo beteg adatait értékeltiik (korabban diagnosztizalt és gondozas alatt allo, illetve az ezen
id6szak alatt ujonnan felismert betegek). Az atlagéletkor a diagndziskor 49 év (15-82 év), a
diagndzistdl szamitott atlagos kovetési id6 110 honap (3—353 honap) volt. A TKI kezelés
Osszesitett ideje 14 303 honap volt. A betegek jelentds része (78,3%) az elsé vonalban imatinib
kezelésben részesiilt. Az els6 vonalban alkalmazott imatinib kezelés mellett 34,2%-ban alakult

Ki intolerancia vagy rezisztencia.

A masodik, illetve tobbedik vonalban alkalmazott, masodik €s harmadik generacios TKI
kezelés mellett akceleralt, illetve blasztos fazis 3 esetben fordult eld. Mindharom eset T3151-
mutacid jelenlétében, valamint mar ponatinib kezelés mellett alakult ki, és halalos kimeneteli
volt. Allogén dssejt transzplantaciora 2 beteg esetén az idds kor, 1 beteg esetén pedig megfeleld
donor hianya miatt nem keriilhetett sor. Egy beteg esetében TKI-rezisztencia (igazolt,
tobbszoros BCR::ABL1 mutécio) és intolerancia (stlyos és elhuzodo hematoldgiai toxicitas)
miatt Osszesen Otféle TKI kezelést kovetden aszciminib terdpia indult, amely mellett
megfeleléen mély molekularis valasz alakult ki, &m végiil addicionalis kromoszéma eltérések

miatt testvér-donoros allogén 6ssejt transzplantaciora kertilt sor.

A vizsgalt idészakban a CML-hez kithetd mortalitas 1% volt. A PES 81%, a teljes talélés 87%
volt. Az elsd vonalban alkalmazott imatinib kezelésrél masodik generacios TKI-ra valtas oka
68%-ban intolerancia, 32%-ban rezisztencia (primer rezisztencia 5%) volt. A vizsgalt
id6szakban részletesen attekintettiik a TKI terapia soran jelentkezé mellékhatasokat, kiilonos
tekintettel a kardiometabolikus eltérésekre. Ertékeltiik a nemkivanatos mellékhatdsok miatt
alkalmazott terapia modositasok sziikségességét, illetve a kialakult sz6védmények kezelésének

szakmaspecifikus klinikai gyakorlatat.



5.1.1. Hematologiai toxicitas

Dazatinib kezelés mellett észleltiink leggyakrabban vérkép eltérést (anémia, neutropénia vagy
trombocitopénia), valamint a dazatinib terapia kozben alakult ki legtobbszor (69%) grade 3-4
trombocitopénia is. A dazatinib d6zisanak csokkentésével vagy atmeneti kihagyasaval, majd a
citopénia rendezddését kovetden a gyodgyszer csokkentett ddzisban (napi 1x50 mg) valod
visszaadasaval terapia valtasra egyetlen esetben sem volt sziikség. Miutan a csokkentett
dazatinib dézis mellett a vérkép minden esetben tartosan stabil volt, a napi 100 mg dazatinib
doézis visszaadhato volt. Bozutinib kezelés mellett is gyakran észleltiink hematolodgiai toxicitast.
Két esetben terdpia valtasra volt sziikség elhuzodo grade 3 neutropénia miatt. Napi 2x300 mg
nilotinib kezelés mellett 35%-ban alakult ki sulyos (grade 3-4) hematologiai mellékhatas,
illetve ezek koziil két esetben a neutropénia fenndllasa igen elhtizdédd volt (3 és 7 honap).
Imatinib kezelés mellett észlelt neutropénia az emelt dozisok (napi 600 mg vagy 800 mg)
kapcsan alakult ki gyakrabban. A sztenderd (napi 400 mg) imatinib do6zis mellett észleltiik a
legkevesebb hematologiai mellékhatast. A ponatinib kezelésben részesiil betegek kis szama
(n=9) miatt az észlelt toxicitds nem volt reprezentativ. Egy esetben észleltiink grade 2

sulyossagu trombocitopéniat napi 1x45 mg ponatinib dozis esetén.

5.1.2. Kardiovaszkularis eltérések

Az Eurdpai Kardiologus Tarsasag altal meghatdrozott rizikd besorolds alapjan a nagy és
kozepes kardiovaszkularis kockazati betegeknél minden esetben imatinib kezelést inditottunk.
Az els6 vonalban adott imatinib kezelés mellett (n = 94) nem tapasztaltunk kardiovaszkularis
szovodmeényt. Kis kardiovaszkularis riziko, fiatal kor (<60 év), nagy ELTS-pontszam, €s egyéb
tarsbetegségek (diabetes mellitus, COPD, hipertonia, periférids artérids érbetegség, stb.)
hidnyaban, méasodik generacios TKI (dazatinib vagy nilotinib) terdpit inditottunk el. Dazatinib
kezelés (n = 6) mellett nem tapasztaltunk kardiovaszkularis szovédményt. Nilotinib terépia (n
= 17) esetén 2 betegnél stroke, 3 betegnél periférias artérias elzarodasos betegség, 5 betegnél
hipertonia jelentkezett. A stroke és az érsziikiilet eseteiben a kezelést imatinib adasaval
folytattuk (n = 3), vagy az elért mély molekuldris valasz miatt a TKI kezelést sikeresen végleg
bozutinibre (n = 3) vagy dazatinibre (n = 2) valtottuk, illetve megfeleld vérnyomascsokkentd
kezelést kezdtiink el.

QTc-idé megnyulast, vagy szivelégtelenségre utald sziv-ultrahang vizsgélati eltérést egyetlen

betegnél sem észleltiink.



Tobbedik terapias vonalban, T315l-mutacié vagy megel6z6 imatinib és legalabb két masodik
generacids TKI kezelés eredménytelensége esetén alkalmazott, napi 1x45 mg ponatinib kezelés
mellett (n = 9) harom esetben alakult ki vaszkularis szovodmény (egy-egy stroke, PAOD, illetve
mélyvénds trombozis). Mindharom beteg megel6zden nilotinib kezelésben is részesiilt. Nem
tapasztaltunk kardiovaszkularis komplikaciot masodik vagy harmadik vonalban alkalmazott

bozutinib terapia soran.

5.1.3. Pulmonalis események

Emelt dozisu (napi 1600 mg) imatinib kezelés (n=3) mellett egy esetben alakult ki nem sulyos
(grade 2) mellkasi folyadékgyiilem, amely az imatinib terapia atmeneti elhagyasat, és vizhajtd
adasat kovetéen napi 1x400 mg doézisban ismét visszaadhatova valt. Az els6 vonalban
alkalmazott, napi 1x100 mg dazatinib kezelés (n = 6) mellett egy esetben észleltiink nem stlyos
(grade 2) mellkasi folyadékgyiilemet. A dazatinib atmeneti elhagydsat és vizhajté adéasat
kovetden a dazatinib elébb csokkentett (napi 1x70 mg), késébb teljes dozisban biztonsaggal
visszaadhat6 volt. A mdsodik vonalban adott dazatinib terdpia (n = 40) sordn négy esetben
jelentkezett enyhe (grade 1-2) és két esetben sulyos (grade 3) mellkasi folyadékgyiilem. A

sulyos forméban jelentkezd hydrothorax miatt terapia valtasra (bozutinibre) volt sziikség.

5.1.4. Metabolikus eltérések

A CML diagnozisanak megallapitasakor 17 esetben volt ismert 2-es tipusu cukorbetegség. Ezen
betegek dontd tobbségénél (n=15) imatinib kezelés indult, és a vércukor haztartas az imatinib
kezelés mellett is egyensulyban maradt. Két esetben napi 2x300 mg nilotinib terapia indult, a
vércukor haztartas nem valtozott, a korabbi antidiabetikus kezelésen nem kellett modositani, de
a kezelés alatt mindkét esetben emelkedett lipidértékeket észleltiink, és sztatin terapia is
sziikségessé valt. Az elsé vonalban alkalmazott, napi 2x300 mg nilotinib terapia (n=17) esetén
csokkent gliikoztolerancia harom betegnél alakult ki. Két esetben dazatinibre valtottunk, egy
esetben diétaval és €életmod-valtoztatassal a nilotinib kezelés tartosan folytathato volt, a beteg
DMR-t ért el, és a nilotinib végleg elhagyhatova valt (TFR). A masodik vonalban napi 2x400
mg nilotinib terdpia mellett (n=24) két alkalommal észleltiink antidiabetikus kezelést
(metformin) igényld cukorbetegséget. A nilotinib elhagyasat kovetden, dazatinib kezelés

mellett a metformin elhagyhat6 volt.



5.1.5. Gasztroenterologiai szovodmények

Bozutinib kezelés (n=12) mellett jelentkezett a leggyakrabban gasztroenterologiai szovédmény
(hasmenés), amely az esetek jelentds részében (n=10) enyhe volt (grade 1-2), és a kezelés
inditasat koveté 2—4. héten jelentkezett. A bozutinib kezelés atmeneti felfiiggesztése, tlineti
terapia (loperamid), majd kis dézisrdl (napi 1x100 mg) valo fokozatos dozis-felépités mellett a
hasmenéses tiinetek jol uralhatok voltak. Két idds betegnél napi 1x200 mg bozutinib terapia
mellett DMR alakult ki, naluk tovabbi dozis-emelés nem tortént. Két betegnél alakult ki sulyos
foku (grade 3) hasmenés, esetiikben a bozutinibet véglegesen el kellett hagynunk, és a terapia
modositasra volt sziikség.

Elsé vonalban adott, napi 2x300 mg nilotinib kezelés (n=17) kapcsan észleltiink 3 esetben
enyhe (grade 1 vagy 2) hasmenést. A nilotinib atmeneti kihagyasat kovetden a tlinetek
megsziintek, és ismételt elinditdsat kovetden nem jelentkeztek tjra.

Sor keriilt betegeink hepatitisz szerologiai szlirdvizsgalatara is, amely minden esetben
negativnak bizonyult hepatitisz B- és C-virus tekintetében. A TKI kezelés mellett nem

¢észleltiink jelentésebb majfunkcios eltéréseket, emiatt terapia-modositasra nem volt sziikség.

Betegeinknél napi 1x100 mg dazatinib kezelés soran két alkalommal jelentkezett sulyos,
transzfuziot 1gényld gastrointestinalis vérzés. Colonoscopos vizsgalat soran mindkét esetben
hemorragias kolitisz igazolodott. A primer hemosztdzis vizsgéalata soran a vérlemezke-
aggregacio gatlasa mellett csokkent "coated"-vérlemezke képzddés is kimutathatd volt. Ez
utébbi a dazatinib primer hemosztazisra kifejtett gatlé hatasanak érzékeny indikatora. A
dazatinibet elhagytuk, és imatinib kezelésre tértiink at. Ujabb gasztrointesztinalis vérzést nem

észleltiink.

5.1.6. Fogamzas és terhesség

Csaladtervezési szandékkal egy fiatal ndbetegiink esetén MR4.5 mélységli molekularis valasz
mellett (BCR::ABL1 [IS]: 0,0032%) a nilotinib kezelést az in vitro fertilizacié iddszakara tobb
alkalommal atmenetileg felfliggesztettiik, a fogamzas azonban tobbszori probalkozéassal sem
tortént meg. A DMR fokozatos elvesztése miatt a nilotinib kezelést ismét elinditottuk, melyet
kovetden az BCR::ABL1 [IS] érték 6 honapon beliil a korabbi, megfelelden mély szintre
csokkent (BCR::ABL1 [IS]: 0,002%).

Egy dazatinib, majd késdbb ponatinib kezelésben részesiild fiatal férfi beteglinknek mindkeét

TKI terdpia alatt gyermeke fogant, majd egészséges gyermekei sziilettek.



5.2. A primer hemosztazis vizsgalata TKI-kezelés soran

5.2.1. A dazatinib hatasianak vizsgilata a primer hemosztazisra

Azon koradbbi megfigyelések alapjan, amelyek szerint a dazatinib gatolja a trombocita-
aggregaciot, valamint hogy a csokkent "coated"-vérlemezke képzOdés a vérzékenység egyik
érzékeny mutatoja, vérlemezke aggregracios és "coated"-vérlemezke funkcios vizsgalatokat
végeztiink. A dazatinib primer hemosztazisra kifejtett in vitro és ex vivo hatasainak részletes
elemzéséhez egészséges Onkéntesek, és dazatinib valamint (negativ kontrollként) nilotinib
kezelésben részesiil6 CML-es betegek vérlemezke funkcidit vizsgaltuk meg. A "coated"-
vérlemezke képzddést gélfiltralt trombocitakban, az aggregacios folyamatokat pedig PFA-100
trombocita funkcids teszttel (teljes vér) és trombocita aggregometriaval (PRP) vizsgaltuk.
Feltételeztiik, hogy a "coated"-vérlemezke képzdés megfelelden érzékeny és hatékony eszkoz
lehet a dazatinib kezelés soran jelentkezd, vérlemezke aktivacios eltérésekhez kapcsolddo
hemorragias allapotok kimutatdsdban (az in vitro vizsgalatok eredményeit a tarsszerzd

korabban mar bemutatta).

crer

felszabadulésat vizsgaltuk kozvetleniil a gyogyszer bevétele el6tt (0 6ra), majd azt kovetden 1
¢s 4 oraval. A maximalis aggregacio szignifikans csokkenése volt megtigyelhetd 1 ora elteltével
mindkét vizsgalt trombocita agonista esetében (AA: p < 0,05, kollagén: p < 0,01). Az
aggregacios gorbék 4 oOraval a gyogyszer bevételét kovetden normalizalodtak. Hasonld
véltozasokat figyeltiink meg az ATP felszabadulasat vizsgalva. A nilotinibbel kezelt csoportban

nem volt valtozas.

A PFA-100 méréseket is az adott TKI beaddsa elétt (0 6ra), majd azt kdvetden 1 és 4 oraval
végeztiik el. A dazatinibbel kezelt CML-es betegekbdl szarmazdé mintakban a PFA-100
vizsgalatok soran a kiinduldsi eredményekhez képest a C/Epi zarodasi 1d6 szignifikdns
megnyulasat figyeltiik meg a bevételt kovetden 1 oraval (p < 0,05). A zarddasi 1dok 4 oraval a
dazatinib bevételét kovetden kozel normalizalodtak. A nilotinibbel kezelt csoportban itt sem
észleltiink valtozast. Az in vitro vizsgalatok soran tapasztaltakhoz hasonléan a dazatinibbel
kezelt CML-es betegekbdl szarmazo ex vivo mintdkban a "coated"-vérlemezke képzddés
szignifikans csokkenését észleltiik a gyogyszer bevételét kovetden 1 oraval. Ez a hatés 4 6raval
a gyogyszer expozicidja utan is kimutathatd volt a dazatinibbel kezelt csoportban. A

nilotinibbel kezelt csoportban nem figyeltiink meg valtozést.



5.2.2. A ponatinib hatasanak vizsgalata a primer hemosztazisra

A ponatinib trombocita-funkciora kifejtett ellentmondasos hatasainak tovabbi részletes
elemzése céljabol kisérleteinkben a ponatinib in vitro hatasat vizsgaltuk a kollagén altal
kivaltott trombocita-aggregaciora, az ATP szekréciora és a "coated"-trombocita-képzodésre.
Tovabba ex vivo mintdk alapjan értékeltiik a ponatinib hatasat a kollagén altal kivaltott
trombocita-aggregaciora. A vérlemezkék aktivalasa szamos agonista-specifikus vérlemezke
receptoron keresztlil jon létre. A primer hemosztazis folyamata soran a vérlemezkék
koveti. E folyamatok soran ADP szabadul fel a vérlemezke denz granulumaibo6l, amely tovabbi

trombocita aktivaciot okozva elésegiti a trombus képzodését.

Kisérleteinkben PRP kdrnyezetben vizsgaltuk a kollagén és az ADP altal kivaltott aggregaciot
ponatinib jelenlétében vagy anélkiil. A kollagénre adott aggregécios valasz és ATP-szekrécio a
koncentraciotol fliggének bizonyult, és ez a jelenség 1000 nM ponatinib koncentracional valt
szignifikanssa mindkét vizsgalt paraméternél (a fényateresztés valtozdsanak maximuma
(ATmax) és ATP szekrécio). Masrészt, az ADP (5 uM) altal kivaltott aggregicio sordn sem a
trombocita-aggregaciot, sem az ATP-szekréciot nem befolyasolta a ponatinib. Az allbp3
integrin aktivacidja az egyik legfontosabb lépés a vérlemezke-aggregacio soran. Emiatt
megvizsgaltuk a ponatinib hatasat a PAC1 (egy monoklonalis antitest, amely a GPIIb/Illa
receptor aktivalt forméjan 1évd fibrinogénkotd helyhez képes kapcsolddni) kotddés altal
aktivalt allbB3 szintjére. A ponatinib eldkezelést kovetdéen a vérlemezkéket konvulxinnal
aktivaltuk, és a PACI1 kotddését mértiik. Megfigyeltik, hogy a ponatinib eldkezelés
dozisfiiggden csokkentette a PACI kotd vérlemezkék szazalékos aranyat a konvulxinnal
aktivalt mintakban, és ezek a valtozasok szignifikansnak bizonyultak 1000 nM ponatinib végsé

koncentracional a konvulxin aktivalt mintakban.

Az in vitro vizsgalatok soran egészséges kontrolloktdl szarmazo GFP-t konvulxin és trombin
keverékével aktivaltuk, és aramlasi citometriaval mértiik a "coated"-vérlemezkék mennyiségét.
A ponatinib elékezelés dozisfiiggd modon gatolta a "coated"-vérlemezkék képzodését. Hat
parhuzamos kisérlet eredményeinek 0sszegzése utan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
ponatinib eldkezelés mar terdpids koncentracioban (150 nM) is szignifikdnsan gatolta a
"coated"-vérlemezkék képzodését, és a "coated"-vérlemezkék mennyisége tovabbi csokkenést

mutatott 1000 nM ponatinib végkoncentracional.



Korabbrol az is ismert volt, hogy a CML-es betegek ponatinib-kezelése mérsékelten
befolyasolta a vérlemezke-funkciot. Ezen eredmények klinikai jelentdségének tovabbi
vizsgalatara 6t CML krénikus fazisaban szenvedd, és ponatinib kezelésben részesiild betegtol
szarmaz6 mintat vizsgaltunk meg. A vérmintakat kozvetleniil a ponatinib bevétele el6tt (0 6ra)
¢s 4 6raval a TKI bevétele utan vettiik le. A ponatinib napi dozisa az egyes betegek kozott eltérd
volt, igy az adatokat nem tudtuk egyiittesen értékelni, hanem egyedi eredményként értékeltiik
azokat. Az in vitro vizsgalatokhoz hasonloan a kollagén altal kivaltott trombocita aggregaciot
hataroztuk meg a ponatinibbal kezelt betegek PRP mintdiban. Négy betegnél csokkent
kollagén-indukalt aggregacios valaszt mértiink a bevétel eldtt levett mintdkban. Ezenkiviil
megfigyeltiik, hogy harom betegnél volt csokkent a kollagén altal kivaltott aggregacios valasz
4 6raval a ponatinib beadédsa utdn. A ponatinib szignifikans mértékben gatolta a kollagén altal
kivaltott aggregaciot a ponatinibet szedd betegek esetében (bevétel utdni mintdk) a kontroll
ponatinib-kezelésben részesiilé betegnél a ponatinib terapia megkezdése eldtt és 2 hét ponatinib
kezelést kovetden is végeztiink aggregacidos vizsgalatokat. A kollagén altal kivaltott
aggregaciok ATmax értékeit az alabbiak szerint figyeltiik meg: ponatinib kezelés elétt 86%,
illetve 73% a kezelés alatti iddszakban a bevétel el6tti mintaban, és 75% négy oOraval az

adagolas utan levett mintaban.

Korabbi irodalmi kozlések szerint a ponatinib pro-trombotikus és pro-inflammatorikus hatést
fejt ki a TKl-kezelés alatt allo CML-es betegekben. Feltételeztiik, hogy a monocita-trombocita
aggregatumok elemzése €érzékeny indikatora lehet ezeknek a folyamatoknak. Megvizsgaltuk a
ponatinib hatdsdt a monocita-trombocita heterotipus aggregatumok kialakularara is.
Eredményeink azt mutattak, hogy a ponatinib gatlo hatassal van a vérlemezke-funkciora mind
PRP, mind pedig GFP kornyezetben is. Aramlési citometria vizsgalati modszerrel értékeltiik a
heterotipusos aggregatumok szintjének valtozasat ponatinib el6kezelés utan nem aktivalt és a
GPVI receptor agonistaval (konvulxin) aktivalt mintakban. Nem aktivalt vérlemezkéket
trombocita heterotipus aggregatumok szintjében. Ponatinib eldkezelés €s konvulxin aktivalas
utan a monocita-trombocita aggregatumok szazalékos aranya dozisfiiggéen nétt, és ez hatas

1000 nM ponatinib el6kezelésnél valt szignifikanssa.



6. Megbeszélés

6.1. A TKI kezelés okozta mellékhatasok

6.1.1. Hematologiai toxicitas

A dazatinib kezelés mellett észlelt gyakori hematologiai toxicitas hatterében a dazatinib széles
spektrumi BCR::ABL1 gatlasa all. A kisebb specificitast, de a hematopoézis szempontjabol
fontos egy¢b tirozin-kindzok (c-KIT, EPH A2, SRC, LYN, PDGFR) miikodését is gatolva, a
dazatinib terapia gyakran citopénia kialakulasahoz vezet. A TKI kezelés mellett észlelt anémia
a TKI-k altal okozott ¢-KIT gatlas kovetkezménye. Ez a receptor elengedhetetlen a normalis
vérképzéshez és az eritroid sejtek fejlédéséhez. A neutropénia lehetséges oka a TKI-k
aspecifikus kotddése az immunrendszer szamos kulcsfontossagu kindz célpontjahoz (LCK,
LYN, SRC). A neutropénia minden esetben gyorsan rendez6dott a dazatinib kihagyasaval, vagy
a dozis csokkentésével. Hasonloképpen, az imatinib is gatolja az LCK-t, de in vitro adatok
alapjan az LCK gatl6 hatdsa elmarad a dazatinibéhez képest. Ennek hatterében az all, hogy az
immunmodulalé hatdsok kivaltasdhoz a szokasoshoz képest nagyobb szérum koncentraciod
sziikséges. Ez Osszhangban van azzal a megfigyelésiinkkel, hogy nagyobb imatinib dézis

mellett gyakrabban alakult ki neutropénia.

A trombocitopénia kialakuldsanak oka szintén az SFK gatldsaval magyardzhato, amely a
megakariocitak és a vérlemezkék egyik fontos jelatviteli fehérjéje. Az SFK-k szamos
vérlemezke felszini receptorrdl kozvetitenek jelet, amelyek befolyasoljadk a vérlemezkék
csontveloben megnovekszik az érett megakariocitak szama, az SFK-k aspecifikus gatlasa
trombocitopéniat okoz a migracid és a pro-platelet képzddés gatlasa révén. A dazatinib és
bozutinib kezelés kapcsan tapasztalt gyakoribb trombocitopénia az SFK-medialt receptor
mechanizmusok gatlasaval fiigghet dssze. A dazatinib terapia kapcsan 68%-ban észleltiik grade
3-4 trombocitopénia el6fordulasat. Ilyen esetben a dazatinib dozisanak csokkentésével, vagy
ideiglenes kihagyasaval, majd a citopénia rendez6dését kovetden a gyogyszer csokkentett
dozisban (napi 1x50 mg) vald visszaadasaval terapia valtasra nem volt sziikkség. Miutan a
csokkentett dazatinib dozis mellett a vérkép stabil volt, a napi 100 mg dazatinib minden esetben

visszaadhato volt.

6.1.2. Kardiovaszkularis mellékhatasok
A CML felismerésekor a betegek tobb mint fele 65 évnél idésebb. Ennek megfeleléen a

kardiovaszkularis megbetegedések eléfordulasa is gyakoribb, melyet sajat beteganyagunkban



is tapasztaltunk. Tartés (akar évtizedes) kezelés mellett az egyes TKI-k okozta
kardiovaszkularis riziké (artérias és vénas tromboembdlia, akut koronaria szindroma, stroke,
periférids érbetegség, hipertonia) igen eltérd gyakorisdgu ¢€s sulyossagu lehet. A
kardiovaszkularis kockazat kiilondsen jelentds azoknal a 65 évnél iddsebb betegeknél, akik
masodik vagy harmadik generacios TKI kezelésben részesiilnek. Ezért a kezelés megkezdése
elott részletes kardio-metabolikus sziirdvizsgalatok elvégzése javasolt, melyeket a folyamatos

TKI terdpia mellett adott iddpontokban rendszeresen ellendrizni kell.

A krénikus fazisu CML els6 vonalbeli kezelésében azoknal a betegeknél, akiknél a sziv- és
érrendszeri megbetegedések kockazata nagyon nagy, az imatinib, a dazatinib vagy a bozutinib
az eldényoOs valasztas. Ilyen betegeknél nilotinib kezelés nem javasolt, és csak a kockazati
tényezok, a betegség rizikoja, valamint a kezelés varhato eldnyeinek alapos mérlegelése utan
donthetiink az alkalmazédsarol. Betegeink kozott az elvégzett kardiovaszkularis
szirdvizsgalatok alapjan felismert nagy rizikoé esetén mindenkor imatinib kezelést kezdtiink el.
Ezek kozott a betegek kozott a vizsgalati iddszakban nem észleltiink kardiovaszkularis
szovodményt. Kis vagy kozepes kardiovaszkularis kockdzatii betegekben barmelyik TKI
valaszthatd. A szlirdvizsgalatok elvégzése az iszkémids szivbetegséghez (IHD), az iszkémids
cerebrovaszkularis eseményekhez (ICVE), vagy a periférids artérids elzarodasos betegséghez
(PAOD) vezetd vaszkularis események id6 elbtti, valamint a magasvérnyomas betegség idében
torténd felismerését €és megeldzését segiti. A legtobb klinikai tanulmény nilotinibbel és
ponatinibbel kezelt betegek esetében szamolt be fokozott kardiovaszkuléris kockazatrol. A

kardiovaszkularis sziirés ezekben az esetekben kiemelt jelentdséggel bir.
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vonalban napi 2x400 mg nilotinib kezelésben részesiilé betegnél 13,4%-ban alakult Ki
valamilyen kardiovaszkularis szovédmeény (IHD: 8,7%, ICVE 3,2%, PAOD: 2,5%), melyek
8,7%-a volt sulyos. Egykart, multicentrikus, fazis 3b klinikai vizsgalatban elsé vonalban napi
2x300 mg nilotinibbel kezelt betegeknél 6%-ban tapasztaltak kardiovaszkularis szovédményt
(IHD: 3,4%, ICVE 0,8%, PAOD: 1,9%), melyek 3,5%-a volt sulyos. A kardiovaszkularis
mellékhatasok eléfordulasanak gyakorisaga nilotinibbel kezelt CML-es betegekben a terdpia
id6tartamaval €s az €letkorral egyértelmiien novekedik. Napi 2x300 mg nilotinib d6zis mellett
az egyes korcsoportokban észlelt IHD el6forduldsa szignifikansan gyakoribb id6s kor (=75 év)
esetén. Nilotinib terapidban részesiilt betegeink esetén (n = 17) stroke (n = 2), intervencids

beavatkozast igényl6 periférias artérias elzarodasos betegség (n = 3), illetve hipertonia (n = 5)



kialakulasat figyeltiik meg. A stroke és az érsziikiilet eseteiben a kezelést imatinib adasaval
folytattuk (n = 3), illetve az elért DMR miatt a TKI kezelést két esetben sikeresen véglegesen
felfiiggesztettiik (TFR). Nilotinib kezelés kapcsan észlelt eredményeink 0sszhangban allnak a
nemzetkézi irodalomban is ko6zolt kardiovaszkularis  szovédmények —el6fordulési
gyakorisagaval. Az altalunk 2015. 6ta alkalmazott szoros kardio-metabolikus szlirGvizsgalatok
elvégzése az esetleges mellékhatdsok idObeni felismerését és megfeleld szakmaspecifikus

kivizsgalasat és kezelését segitette eld.

Ponatinibbel kezelt CML-es betegeknél napi 1x45 mg dozis mellett 31%-ban alakult ki
valamilyen kardiovaszkuldris vagy vénds tromboembolidas szovodmény (IHD: 16%, ICVE
13%, PAOD: 14%, vénas trombozis: 6%), melyek 26%-a stlyos (grade 3-4) volt. Egyes betegek
esetében egyiddben tobbféle kardiovaszkularis szovédmény is kialakulhat. A mellékhatasok
gyakorisdga dozisfliggd. A ponatinib atlagos napi dozisdnak 15 mg-al valé csokkentése - a
megfeleld klinikai valasz elérése és fenntartasa mellett - a kardiovaszkularis kockazat 33%-0s
csOkkenésével jar. Jelenleg a ponatinib csdkkentett napi dozisa 1x30 mg, mely a megfeleld
molekularis valasz (MR3) elérését kovetden napi 15 mg-ra csokkenthetd. Megel6z6 imatinib
¢s két masodik generaciés TKI kezelés eredménytelensége, vagy T315I-muticid esetén
alkalmazott napi 1x45 mg ponatinib kezelés mellett (n = 9) harom esetben észleltiink
vaszkularis sz6védményt (egy stroke, egy PAOD és egy mélyvénas trombdzis). Mindkét beteg

megeldzden nilotinib kezelésben is részesiilt.

Nilotinibbel és ponatinibbel végzett in vitro kisérletek soran mindkét TKI esetén pro-
aterogenetikus (fokozott ICAM-1 expresszio) és anti-angiogenetikus hatast (VEGF receptor
gatlas) mutattak ki, melyek szerepet jatszhatnak a kezelés sordn észlelt gyakoribb PAOD
kialakuldsadban. Ponatinibbel kezelt betegeknél napi 1x45 mg dozis mellett 6t éves median
kezelés id6 mellett 14%-ban jelentkezett PAOD, melynek 11%-a volt sulyos. Emiatt a ponatinib
kezelés kontraindikalt érsziikiiletes megbetegedés esetén. Enyhe vagy kozepesen stlyos
érsziikiilet eseteiben, amennyiben a nilotinib az egyetlen vélaszthato TKI, megfeleld
koriiltekintéssel és csak szoros kovetés mellett (boka-kar index, periférias artérias Doppler
vizsgalat, vérnyomas ellendrzés, stb.) alkalmazhaté. Ilyen esetben javasolt az Osszes
kardiovaszkularis kockazati tényez0 korrigalasa, jollehet nincs egyértelmi klinikai evidencia

arra, hogy ez csokkenti-e a ponatinib vagy a nilotinib okozta fokozott érrendszeri kockazatot.



A nemzetkozi irodalmi adatok alapjan imatinib, dazatinib és bozutinib kezelés mellett nem
¢szlelték gyakrabban magasvérnyomas betegség kialakulasat, melyet sajat eredményeink is

megerdsitettek.

6.1.2. Pulmonalis mellékhatasok

Mellkasi folyadékgyiilem leggyakrabban dazatinib kezelés (elsé vagy masodik vonal) mellett
alakult ki betegeinknél (n = 7/51), amely az esetek nagy részében nem volt sulyos (grade 1-2).
Két esetben észleltiik stlyos (grade 3) formaban hydrothorax kialakulasat, amely miatt terapia
valtasra (bozutinib) volt sziikség. Az irodalmi adatok szerint a mellkasi folyadékgyiilem
altalaban a kezelés megkezdését kovetd néhany honapban jelenhet meg, de késébb - akar tobb
évvel a kezelés elinditasat kovetden - is kialakulhat. Igen nagy betegszam mellett megvizsgalt,
kiilonb6zé TKI kezelések kapcsan bejelentett mellékhatdsok adatbazisan végzett statisztikai
elemezés szerint a pleuralis folyadékgyiilem kiemelkedd gyakorisaggal fordult elé dazatinibbel
kezelt betegek esetén. A lehetséges "off target" molekularis jelatviteli utvonalak koziil az SRC
tyrosine kinase (SRK) csaladba tartozo0 LYN proto-onkogén gatlasanak szerepét
valoszintsitették. Ennek a jelatviteli Gtvonalnak a kiesése olyan nagy granularis limfocitak
(LGL) oligoklonalis felszaporodasahoz vezet, amelyek az endotél sejteken T-sejt medialt
citotoxikus folyamatot inditanak el. Kontrollalt klinikai vizsgalatok soran imatinibre rezisztens
vagy intolerans betegeknél masodik vonalban alkalmazott dazatinib kezelés mellett 13-39%
kozott észleltek pleuralis folyadékgyiilemet. A hydrothorax kialakuldsdnak aranya nagyobb
volt a CML eldrehaladott stadiumaban, és 6sszefliggést mutatott a dazatinib dozisaval is. Fontos
megjegyezni azonban, hogy a TKI kezelés mellett tapasztalt mellkasi folyadékgyiilem az esetek
jelentds részében kevés tiinettel jard, nem sulyos mellékhatas (grade 1 vagy 2), ami a TKI
dozisanak csokkentésével megsziinik, és a dazatinib ismét elindithatd. Els6 vonalban adott
dazatinib esetén a mellkasi folyadék megjelenésének median ideje 10 honap volt, amely az
esetek 89%-aban a kezelés els6 8 hete alatt jelent meg. Masodik vonalban alkalmazva a
hydrothorax jelentkezésének median ideje 5-11 honap kozott volt, de volt olyan eset is, amikor
3 évvel a kezelés megkezdését kovetden jelentkezett. Leggyakrabban szdraz kohogeés,
faradékonysag, mellkasi fajdalom és nehézlégzés tiinetei kisérik, mely esetekben a fizikalis és
képalkotd (mellkas Rontgen, nagy felbontdsu komputertomografia) vizsgalatok elvégzése

kotelezo.

Bar a folyadékgyiilem imatinib kezelés mellett ritkabban jelentkezik, a sztenderd dézisnal

nagyobb (napi 600 mg vagy 800 mg) dozisok esetén a perikardialis és pleuralis folyadékgyiilem



megjelenése gyakoribb. Betegeink kozott emelt dozisa (napi 1600 mg) imatinib kezelés (n=3)
mellett egy esetben alakult ki nem stilyos (grade 2) mellkasi folyadékgyiilem, amely az imatinib
terapia atmeneti elhagydsat és vizhajté addsat kovetden napi 1x400 mg dozisban ismét

visszaadhatova valt.

6.1.3. Metabolikus eltérések

A szénhidrat- és a zsiranyagcsere zavara is gyakran észlelheté mellékhatas TKI kezelés soran.
Hiperglikémia leggyakrabban nilotinib kezelés mellett alakul ki. Elsé vonalban alkalmazott
nilotinib kezelés esetén a betegek 50%-aban észleltek emelkedett vércukor értékeket, melybol
7% sulyos (grade 3 vagy 4) hiperglikémia volt. Azoknal az imatibre rezisztens vagy intolerans
kronikus fazisi CML-es betegeknél, akik nilotinib kezelésben részesiiltek, 12%-ban alakult ki
sulyos (grade 3 vagy 4) hiperglikémia. Akceleralt fazis esetén ez az arany 6.7% volt. A
hiperglikémia atlagosan egy héttel a kezelés megkezdését kovetden alakult ki. A nilotinib
kezelés elinditasakor normoglikémias, nem diabéteszes betegek kozott 3 év kovetési ido alatt
20.1%-ban alakult ki cukorbetegség.

Nilotinibbel kezelt CML-es cukorbetegek 31%-anal volt sziikség az antidiabetikus kezelés
modositasara. Ketoacidozis nem fordult el6, de 60%-ban alakult ki stlyos (grade 3 vagy 4)

hiperglikémia.

A nemzetkdzi irodalomban kozolt metabolikus eltérésekhez hasonldan betegeink kozott is
észleltink TKI kezelés mellett cukorhaztartds és zsiranyagcesere zavarokat. A CML
diagnozisakor 17 betegnek volt ismert 2-es tipusu cukorbetegsége. Ezen betegek tobbsége
(n=15) imatinib kezelésben részesiilt. A vércukor haztartas az imatinib kezelés mellett végig
egyensulyban maradt. A korabbrdl ismert cukorbetegség mellett nilotinib kezelést 2 esetben
inditottunk el (fiatal kor és nagy rizik6 miatt). A betegek figyelmét fokozottan felhivtuk a diéta
pontos betartasara, igy a korabbi antidiabetikus kezelés (metformin) és diéta mellett a
vércukorhdztartds egyensulyban maradt, az oralis antidiabetikus kezelésen nem kellett
modositani, molekularis valaszuk megfelel6. A kezelés alatt azonban mindkét esetben
emelkedett lipid értékek jelentkeztek, és sztatin terdpia valt sziikségessé. Els¢ vonalban
alkalmazott, napi 2x300 mg nilotinib terdpia (n=17) esetén csokkent gliikdztolerancia 3
betegilinknél igazolddott. Két esetben dazatinibre valtottunk, egy esetben diétaval és életmod-
valtoztatassal a nilotinib kezelés tartosan folytathato volt. Késdbb ez a beteg mély molekularis
vélaszt ért el, és a nilotinib végleg elhagyhatova valt (TFR). Masodik vonalban napi 2x400 mg

nilotinib terdpia mellett (n=24) két alkalommal észleltliink diétat és metformin kezelést igényld



cukorbetegséget. A nilotinib elhagyasat kovetéen, dazatinib kezelés mellett, a metformin is

elhagyhato lett.

Az egyes TKI-k eltérd, a BCR::ABLI1 gatlasan tuli, nem specifikus hatasai (c-KIT, PDGFR,
SRC) kiilonb6zé pontokon befolyasoljdk az anyagcsere folyamatok szabalyozasanak
molekularis tvonalait. Imatinib és dazatinib esetében a vércukor és a lipid profil javulésa,
nilotinib esetén csokkent gliikoztolerancia, diabetes mellitus és a zsiranyagcsere
paramétereinek romlasa figyelhetd meg. Az imatinib vércukor haztartasra kifejtett kedvezo
hatasa a hasnyalmirigy B-sejt apoptozis bénitasa révén fokozott inzulin szekréciot, valamint a
TNF-a Gtvonal és az endoplazmatikus retikulum stressz gatlasan keresztiil fokozott periférias

szoveti inzulin érzékenységet hoz 1étre.

A nilotinib kedvezétlen metabolikus profiljanak molekularis hattere ellentmondasos, és
kevésbé tisztazott. Egy esettanulméanyban csokkent inzulin szekrécidrol szamoltak be nilotinib
terapia soran, amely a kezelés felfliggesztését kovetden reverzibilisnek bizonyult. Egy masik
vizsgalatban 37 beteg nilotinib terapidja kapcsan vizsgaltak a vércukor anyagcsere valtozasait,
és hiperinzulinémiat, valamint inzulin rezisztenciat allapitottak meg. A TKI kezelés elinditasa
elétt, majd a kezelés sordn a betegek kardiometabolikus szlirdvizsgalata és kovetése
kiemelkedden fontos, mivel az esetleges anyagcsere kisiklas idében torténd felismerése és
kezelése megeldzheti a terapia kapcsan egyébkeént is fokozott kardiovaszkularis mellékhatasok

kialakulasat.

Ismert cukorbetegség mellett elkezdett TKI kezelést kdvetden a vércukor haztarts szigorubb
ellendrzése, sziikség esetén az antidiabetikus terapia modositasa javasolt. llyen esetekben a
nilotinib kezelés helyett masik TKI valasztasa ajanlott, de megfeleléen kezelt 2-es tipust
diabetes mellitus Onmagidban nem jelent abszolit kontraindikacidét nilotinib kezelés
szempontjabol. Szoros vércukor kontroll, a glikolizalt hemoglobin szint ellenérzése, valamint
diabetologus szakorvossal valé konzultacid javasolt. Bar a klinikai vizsgdlatok sordn elsd
vonalban nilotinibbel kezelt diabéteszes betegek felénél alakult ki hiperglikémia (grade 3 vagy
4), stlyos szovédményt (ketoacidozis, hiperozmolaris koma, korhazi kezelés) nem észleltek. A
betegek kozel haromnegyedének (74%) nem volt sziikség az antidiabetikus kezelés

modositasara sem, €s a kovetési id6 alatt nem alakult ki kardiovaszkularis megbetegedés.



Nilotinib kezelés esetén a betegek 22%-ban észleltek enyhe (grade 1 vagy 2) koleszterin szint
emelkedést. Harom hénappal a nilotinib kezelést kovetden az LDL-koleszterin szint median
emelkedése 33 mg/dL volt. Megeldz6é TKI kezelésekre rezisztens, ponatinib terapidban
részesiilé betegek esetén 12%-ban jelentkezett enyhe (grade 1 vagy 2) hipertrigliceridémia.
Bozutinib ¢és dazatinib kezelés esetén nem észleltek a lipid haztartasban eltérést. A nilotinib
kezelés kapcsan koran (3 honap) kialakulé nagy koleszterin értékek Osszefiiggést mutattak a
PAOD kialakuldsaval és sulyossagaval. A lipid szintek ellendrzése javasolt a terapia
megkezdése el6tt, illetve a kezelés soran. Nilotinib terapia mellett perzisztalo
hiperkoleszterinémia (>6.2 mmol/l) esetén a beteg PAOD szempontjabdl nagy rizikdjinak
tekintendd, és megfeleld sztatin kezelés miel6bbi beépitése sziikséges. Vizsgalataink soran TKI
kezelésben részesiild betegeink kozott a zsiranyagcsere-zavarra utalo eltérést nilotinib kezelés
soran tapasztaltunk. Kordbbrol ismert cukorbetegség mellett elinditott nilotinib kezelés (n=2)
esetében, bar a vércukor haztartas nem romlott, emelkedett lipid értékeket észleltlink, és sztatin

terapia valt sziikségessé.

6.1.4. Gasztrointesztinalis mellékhatasok

A TKI kezelés okozta gasztrointesztinalis tiinetek kozott a hasmenés az egyik leggyakoribb
mellékhatas. Klinikai vizsgalatok soran leginkabb bozutinib kezelés mellett figyelték meg.
Napi 1x500 mg bozutinib esetében 8-11%-ban észleltek jelentds (grade 3 vagy 4), a kezelés
els6 honapjaban jelentkezd makacs és visszatérd jellegli hasmenést. Azonban csak igen ritkan
volt sziikség a hasmenés miatt TKI véltasra. A tiinetek sulyossdga a bozutinib dézisaval
Osszefliggést mutatott. A betegek 67%-a szorult a hasmenés miatt loperamid, atropin vagy
diphenoxylate hatéanyagu tiineti kezelésre. Betegeink kozott napi 1x500 mg bozutinib kezeles
(n=12) mellett az esetek jelentds részében (n=10) enyhe foku (grade 1-2) hasmenés alakult ki,
amely a kezelés inditasat kovetden 2—4 héttel jelentkezett. Két esetben sulyos (grade 3)
hasmenés miatt a bozutinibet véglegesen el kellett hagynunk, és terapia moédositasra volt
sziikség. Az enyhe esetekben a bozutinib kezelés atmeneti felfiiggesztése, tiineti terapia
(loperamid), majd kis dozisrél (napi 1x100 mg) vald ismételt fokozatos dozis-felépités mellett
a hasmenéses tiinetek jol uralhatoak voltak. Két id6s betegnél, akik a hasmenés miatt csak napi
1200 mg bozutinib dozist toleraltak, 12 honap kezelést kovetden tartés MMR alakult Ki.
Tapasztalataink szerint a kezelés elinditasakor javasolt a terapias cél-dozis fokozatos felépitése,
amely jelentdsen csokkenti a gasztrointesztindlis tiinetek kialakuldsdnak gyakorisagat és

mértékét is. A loperamid hatékony a hasmenés tiineteinek enyhitésére.



Dazatinib terapia kapcsan észlelt hasmenés miatt a betegek 1-3%-aban a kezelés atmeneti
felfliggesztésére, 2%-aban pedig doziscsokkentésre volt sziikség. Ponatinib kezelés mellett
jelentdsebb hasmenést nem észleltek. Dazatinib és ponatinib kezelésben részesiilo betegeink
kozott nem volt hasmenés. Elsé vonalban adott, napi 2x300 mg nilotinib kezelés (n=17)
kapcsan 3 esteben észleltlink enyhe (grade 1 vagy 2) hasmenést. A nilotinib atmeneti kihagyasat

kdvetden a tiinetek megsziintek, és ismételt elinditasat kovetden nem jelentkeztek jra.

Dazatinib  kezelés mellett, megtartott trombocita szam ellenére is kialakulhat
gasztrointesztinalis vérzés. A betegség fazisatol fliggetleniil az esetek 17%-aban észlelték, és
leggyakrabban hemorragias kolitisz formajaban jelentkezett. Koagulacios eltérés 3%-ban volt
igazolhatd, a vérlemezke szam az esetek kétharmadaban 100x10%L alatti volt. A
trombocitopénia ¢és a betegség elorehaladott stddiuma a gasztrointesztinalis vérzés
eléfordulasanak szempontjabol fliggetlen rizikdfaktornak tekinthet. Elsé vonalban adott
dazatinib vagy mas TKI kezelés kapcsan nem figyeltek meg fokozott gasztrointesztinalis
vérzésre valo hajlamot. A vérzés kialakulasaban szerepet jatszik a dazatinib kollagén-indukalta
vérlemezke aggregaci6 gatld hatdsan tul a primer hemosztdzis joval érzékenyebb indikatoranak
tekintett prokoagulans vérlemezkék képzodésére kifejtett gatld hatasa is. Dazatinib kezelés
mellett jelentkezd gasztrointesztinalis vérzés esetén a vérzésforras igazoldsa sziikséges. A
gasztroszkopos ¢és kolonoszkopos vizsgalatok eredményének értékelésével lehet donteni a
gyogyszer dozisanak csokkentése vagy masik TKI-ra valo valtas fel6l. Betegeinknél napi 1x100
mg dazatinib kezelés soran 2 alkalommal jelentkezett sulyos, transzfiziot igényld
gasztrointesztinalis vérzés. Kolonoszkopos vizsgalat soran mindkét esetben hemorragias
kolitisz igazolodott. A primer hemosztazis vizsgalata soran a vérlemezke-aggregacio gatlasa
mellett a "coated"-vérlemezke képz6dés csokkenése is kimutathato volt. Ez utobbi a dazatinib
primer hemosztazisra kifejtett gatlo hatasanak érzékeny indikatora. A dazatinibet elhagytuk, és

imatinib kezelésre tértiink 4t. Ujabb gasztrointesztinalis vérzést nem észleltiink.

Széleskorli meta-analizis eredményei alapjan barmely TKI kezelés esetén szignifikdnsan
gyakoribb a sulyos (grade 3 vagy 4) majkarosodas kialakuldsanak esélye a kontroll karhoz
képest. TKI kezeléshez kothetd, fatalis kimenetelli méjelégtelenséghez vezetd hepatotoxicits
csupan néhany, imatinib €s ponatinib kezelésben részesiild beteg kapcsan kertilt eddig leirasra.
A szdvettani vizsgalat soran a legtobb fulminans lefolyasu esetben nem specifikus gyulladasos
infiltrdtum mellett massziv, virusos hepatitisz-szeri majszdvet nekrozist véleményeztek,

amelyet gyulladasos idioszinkrazias folyamatok alakitottak Kki. Majfunkcios eltérések



(emelkedett GOT vagy GPT szintek) eltéré gyakorisaggal és sulyossaggal, de az 6sszes TKI
kezelés mellett kialakulhatnak. Az TKI kezelés okozta hepatotoxicitas az esetek 25-35%-aban
enyhe (grade 1 vagy 2), és csupan atmeneti transzaminaz szint emelkedéssel jar. Sulyos (grade
3 vagy 4) forma 2%-ban fordult el8, és leggyakrabban ponatinib kezelés mellett alakult ki. A
transzaminaz szint emelkedés altalaban a kezelés megkezdését kovetden 2-8 héttel jelentkezik,
de imatinib kezelés kapcsan ez bekovetkezhet késObbi iddpontban is. Ponatinib kezelés
elkezdését kovetden median 46 nappal (1-334 nap) észleltek GOT vagy GPT emelkedést.
Betegeink kozott a TKI kezelés mellett nem észleltiink jelentésebb (grade 3-4) majfunkcios

eltéréseket, emiatt terapia modositdsra nem volt sziikség.

6.1.5. Fogamzas és terhesség

Azoknal a férfiaknal akik imatinibet, bozutinibet, dazatinibet vagy nilotinibet szedtek, nem
novekedett az utddokban a velesziiletett rendellenességek kockéazata. Ponatinib terdpia esetén
jelen lehetnek a diagnéziskor, és valtozatlanok maradnak az imatinib kezelés utan. A jelenlegi
ajanlasok szerint csalddtervezési szandékbol a férfiaknak nem kell abbahagyniuk a TKI
kezelést.

TKI kezelés alatt bekovetkez6 terhesség esetén a TKI kezelést az elsé trimeszterben abba kell
hagyni, és azonnal magzati ultrahang vizsgalatot kell végezni. A TKI teratogenitasa az
organogenezis soran a nem specifikus, valoszintileg PDGFR gatlas kovetkezménye. A méasodik
trimeszterben adott dazatinib kezelés mellett gyakrabban fordul elé hydrops fetalis, igy
biztonsagi okokbol az Osszes TKI ellenjavallt a terhesség alatt. Noha az imatinibet
biztonsagosan alkalmaztak a masodik és harmadik trimeszterben, a rendelkezésre allo igen

kevés tapasztalat alapjan inkabb nem javasolt a rutin alkalmazas.

A terhesség alatt diagnosztizalt CML kezelését személyre szabottan kell elkezdeni. A terhesség-
megszakitds mindenképpen megfontolandd, amennyiben a diagndzis eldrehaladott, nagy
rizik6ju betegség soran igazolodik. Alacsony rizikdju betegség esetén, ha a fehérvérsejt szam
alacsony, szoros ellendrzés mellett a kezelés elinditasaval egészen a sziilésig is varakozhatunk.
Trombocitozis esetén acetil-szalicilsav és/vagy alacsony molekulatomegii heparin adasa
javasolt. Magas fehérvérsejt szam esetén leukaferezis és/vagy o-IFN biztonsaggal
alkalmazhatdak. Ajanlott a szoros egyiittmiikodés a sziilész kollégakkal, €s fontos a rendszeres
magzati ultrahangvizsgélat. A TKI az anyatejbe kis koncentracioban kivalasztodik, a szoptatas

ideje alatt nem javasolt alkalmazasuk.



A kezelés felfliggesztésére alkalmas, tartosan mély molekuléris valaszban 1évé ndk szamara a
csaladtervezés iddszakara a kezelés felfiiggeszthetd. Az ezt kovetd esetleges TKI kezelés az
MMR fennmaradasatol, vagy annak elvesztésétol fiigg. Azok a nok, akik a TFR soran elveszitik
az MMR-t és mar terhesek, valoszinlileg kihordjak a terhességet anélkiil, hogy a kezelés
ujrainditasara sziikség lenne. Azoknak a ndéknek, akik elveszitik az MMR-t, és még nem
terhesek, ujra kell kezdeniiik a TKI kezelést. Imatinib elhagydsat kdvetden ilyen esetben
megfontolandé masodik generacios TKI-ra torténd valtas, és ha a mély molekularis valaszt
ismét sikertl elérni, megprobalhaté egy ujabb kezelésmentes id6szak. Nagy kihivast jelentenek
azok a ndbetegek, akik tartés mély molekularis valasz elérése nélkiil vagynak a terhességre
(gyakran iddsebb kor és/vagy tarsadalmi nyomas miatt). Ilyenkor a lehetséges megoldasok
kozott szerepel a TKI kezelés a-IFN-nal valo helyettesitése, vagy a fogamzas alternativ

modszereinek (béranyasag) megfontolasa.

6.2. A primer hemosztazis TKI-kezelés soran

6.2.1. A dazatinib in vitro és ex vivo hatasa a primer hemosztazisra

A dazatinibbel végzett III. fazisa klinikai vizsgalatok soran a vérzéses szovodmények
eléfordulasi gyakorisaiga 9-40% (grade 1-4) volt. Ebbdl sulyos (grade 3-4) vérzéses
komplikacid 8%-ban fordult eld. A vérzés elsdsorban a gyomor-bél traktust és a kdzponti
idegrendszert érintette. A dazatinib kezelésben részesiil6 betegeknél jelentkezo sulyos vérzéses
eseményekrdl szamos tovabbi esetismertetés kapcsan is beszamoltak. A dazatinibbel végzett
korabbi in vitro és ex vivo vizsgalatok a primer hemosztazis elégtelen miikodését igazoltak. A
kozolt eredmények a trombocita aktivacio gatlasat, a kollagén matrixon mért, aramlasi
kortilmények kozott kialakuld thrombus-térfogat csokkenését, PFA-100 vizsgalattal a C/Epi
megnyult zarddasi idejét, valamint csokkent epinefrin és AA altal kivaltott vérlemezke
aggregacio igazoltak.

Dazatinibbel tortént vizsgalataink soran a dazatinib vagy nilotinib kezelésben részesiilé betegek
vérlemezke funkcioit a TKI-k bevétele eldtt (0 o6ra) €és utan (1 és 4 ora) ellendriztik. A
nilotinibet negativ kontrollként hasznaltuk, mivel a korabbi megfigyelések azt mutattak, hogy
a nilotinibnek nincs hatasa a vérlemezke aggregaciora. Tapasztalataink alapjan a dazatinib
kezelés a trombocita aktivacid és aggregacid karosodasat eredményezte. A nilotinibnek
egyaltalan nem volt hatasa ezekre a folyamatokra. Ezek az adatok Gsszhangban vannak a
korabbi megfigyelésekkel, annak ellenére, hogy mas vizsgalok az in vitro kisérletekben csak

10 perces eldinkubalast végeztek dazatinibbel. Vizsgélataink szerint a kettds agonistaval



aktivalt prokoagulans vérlemezkék csokkent "coated"-vérlemezke-képzé hatasanak kimutatasa

érzékenyebb modszernek bizonyult, mint a PFA-100 és a vérlemezke aggregacio.

A trombocita kollagén receptora (GPVI) tirozin-kinaz-fiiggd modon szabalyozza a vérlemezke
aktivaciot. Az SRC csalad kinazai (SFK) kulcsszerepet jatszanak a vérlemezkék aktivalasaban
(LYN, LCK, YES, FYN). A LYN nagymértékben expresszalodik a human vérlemezkékben, és
a GPVI citoplazmatikus doménjéhez kapcsolodva foszforilalja és aktivalja a Syk-et. A dazatinib
egy er6s multikinaz-inhibitor (ABL1, c-KIT, EPH A2, PDGF-B, SFK). Bar a nilotinib szintén
masodik generacios TKI, amely szamos tirozin-kinaz (ABL1, PDGFR, ¢c-KIT, ARG, EPH B4)
mikodését blokkolja, azonban nem gatolja az SFK-t. A trombin G-fehérje altal medialt proteaz-
aktivalt receptoron keresztiil fejti ki hatasat, melynek soran PLCP aktivaciot hoz 1étre, ami
kalcium-mobilizaciot és PKC-aktivaciot, valamint kalcium-kalmodulin-dependens-kinazok,
MAP-kinazok és foszfolipdz A2 aktivalasanak fokozddasat eredményezi. Ezt az utdbbi
jelatviteli utat nem befolyasolja sem a dazatinib, sem pedig a nilotinib terapia. Mivel a dazatinib
jelent6s gatld hatassal van a "coated"-vérlemezke termelésre, a nilotinib pedig nem,
feltételezziik, hogy a GPVI-receptorhoz kapcsolodd SFK kinazok gatlasan keresztiil alakul ki a
"coated"-vérlemezke képzOdés csokkenés a dazatinib kezelésben részesiilé CML-es

betegekben.

Korabbi vérlemezke aggregacios vizsgalatok a trombocita aktivacio és aggregacio karosodasat
igazoltdk dazatinib kezelés mellett. A vizsgalatok igazoltdk, hogy a dazatinib hatékonyan
gatolja a trombocita jelatvitelt és a kollagén altal kivaltott trombocita aktivacios folyamatokat.
Adataik azonban eltéré trombocita aggregacios eredményeket, és a kollagén hosszabb ideig
tartd trombocita-funkcid gatld hatasat igazoltak. Ezeknek az eltéréseknek a kisérletek eltérd
koriilményei lehetnek a legfébb okai. Eredményeik szerint CML-ben szenvedd betegeknél (n =
6) a dazatinib kezelés trombocita aggregacio gatlo hatasa tovabb tartott, mint 4 6ra. Fontos
megjegyezni, hogy a korabban kozolt vizsgalatok soran a betegek fele naponta kétszer 70 mg,
masik fele pedig naponta egyszer 100 mg dazatinibet kapott. Kisérleteink soran minden beteg
(n = 10) 100 mg dazatinibet kapott naponta. Farmakokinetikai vizsgalatok alapjan a dazatinib
felezési ideje 3-6 Ora, a Cmax koncentraciot a gyogyszer bevételét kovetden 1 ora alatt éri el, és
az adagolasi rend hatasai (naponta 1x vagy 2x) jelentds hatassal vannak a dazatinib
biztonsadgossagara €s hatékonysagara. A dazatinib terdpia vérlemezke funkcio gatld hatdsa igy

valosziniileg kevésbé kifejezett 4 ora elteltével.



A gyomor-bélrendszeri vérzés gyakoribb nemkivanatos esemény dazatinib kezelés soran, mint
mas TKI-k esetén. Bar minden dazatinib kezelésben részesiild betegnél koros a kollagén altal
kivaltott trombocita aggregacio, a betegek csupan egy toredékénél alakul ki klinikailag jelentds
vérzéses szovodmény. Ennek oka nagy valosziniiséggel a dazatinib tovabbi, a primer
hemosztazis folyamataitol fliggetlen egyéb hatasa lehet. A tobbi TKI-vel ellentétben a
Az igy létrejott vaszkularis permeabilitds dtmeneti ndvekedése - amelyet a vizsgalatainkkal
igazolt "coated"-vérlemezke képz6dés csokkenése tovabb fokoz -, valamint a csokkent

trombocita aggregacio mind hozzajarulnak a hemorragias sz6védmények kialakulasahoz.

6.2.2. A ponatinib in vitro és ex vivo hatasa a primer hemosztazisra

Szamtalan laboratoriumi vizsgalat elemezte mar a ponatinib protrombotikus hatasanak okat. A
vizsgalatok kimutattak, hogy a ponatinib trombo-inflammatorikus valaszt indukal kollagén- és
FeClz-sériilési modellekben. Mas szerzok egér kisérletekben igazoltak, hogy a pontainib
kezelés fokozza a P-selectin expressziot és a GPIIbllla receptor dependens vérlemezke
aktivaciot. Az észlelt aktivacios hatds azonban csak az agonistdk (kollagén vagy trombin)
alacsonyabb koncentracioi esetén volt kifejezett. Farmakokinetikai vizsgalatok szerint a
ponatinib felezési ideje 27-34 6ra, és az atlagos ponatinib Cop értékek napi 15, 30 vagy 45 mg
ponatinib beadéasat kdvetden 26,2 nM, 56,1 nM és 64,3 nM plazma koncentraciot igazoltak.
Ezekben a vizsgalatokban kimutattak, hogy a ponatinib a bevételt kdvetden 4-6 oraval érte el a
Cmax értéke, melyek 77 nM és 145 nM voltak napi 15 mg, illetve 45 mg adagolas mellett. Ezért
kisérleteinkben a ponatinib hatdsdt a trombocita-agonistak altal kivaltott valtozasokra
klinikailag relevans terapids (75 és 150 nM) és terdpias szinten feliili (1000 nM) koncentraciok
esetén vizsgaltuk meg. Megeldzd kisérleteinkben a dazatinib prokoagulans vérlemezke
képz6dés és thrombus retrakcid gatld hatasat igazoltuk. A dazatinib ezt a hatast kiilonbozo
tirozin-kinaz jelatviteli utak (LCK, LYN, SRC) gatlasa révén fejti ki. Mivel a ponatinib is képes
ezeket a kinaz tUtvonalakat gatolni, feltehetden a vérlemezke-aggregaciot és az ATP-
felszabadulast gatlo hatast is ezen az "off-target" utvonalon okozza. Ugyanakkor kollagén altal
kivaltott trombocita aggregacios valaszra kifejtett gatld hatast csak joval a terapids szint feletti
koncentracional (1000 nM) figyeltiink meg. Eredményeink 6sszhangban vannak egy korabbi
vizsgalattal, amelyben mosott vérlemezkéket hasznaltak. Ebben a vizsgalati kornyezetben a
ponatinib mar 100 nM konctracio esetén gatolta a CRP altal kivaltott vérlemezke-aggregaciot.
Loren és munkatarsai azt talaltdk, hogy a ponatinib mosott vérlemezkékhez valo in vitro

hozzaadasa gatolta a GPVI aktivacios utvonalakat, és a ponatinibbel kezelt vérlemezkék a



fibrinogénnel vagy kollagénnel fedett feliileten kevésbe tapadtak ki, hasonléan az SRC csalad
specifikus kindz-inhibitorral kezelt vérlemezkékhez. Ezenkiviil a ponatinibbel kezelt,
fibrinogénhez vagy kollagénhez kapcsolédd vérlemezkék esetében csokkent foszforilaciot
mutattak ki a GPVI utvonal specifikus kinazainal, hasonléan az SRC csalad kinaz-inhibitorral

kezelt vérlemezkékhez.

A ponatinib el6kezelést kovetden észleltik a GPVI receptorok aktivalodasat, mellyel
parhuzamosan a vérlemezkék PAC1 monoklonalis antitest kotédésének - amely a GPIIbllla
receptor aktivalt allapotanak indikatora - csokkenését figyeltiik meg. Ez a hatas szignifikansan
nagyobb volt 1000 nM ponatinib koncentracional. Megfigyeléseinkkel 6sszhangban Deb ¢és
munkatarsai azt talaltdk, hogy a ponatinib csokkentheti a PAC1-kotd vérlemezkék atlagos
fluoreszcencia intenzitasat a PAR1 ¢és PAR4 receptorok aktivéaldsa esetén 145 nM végso
koncentracional. Teljes vérmintdkban vizsgdlva a ponatinib hatasait a GPVI receptor

aktivaciora, nem talaltak eltérést.

A dazatinibbel végzett korabbi vizsgalataink alapjan feltételeztiik, hogy a "coated"-vérlemezke
flow citométerrel valé kimutatasa érzékenyebb modszer lehet a ponatinib gatld hatasanak
azonositasara, mint a klasszikus trombocita-aggregacios tesztek. GFP kornyezetben elvégzett
kisérleteink soran a mintdk GPVI (konvulxin) és PAR1 (trombin) receptoron keresztiili ko-
aktivalasakor a "coated"-vérlemezke termelddés csokkenését figyeltiik meg. Ez a hatas mar 150
nM ponatinib koncentracional szignifikdns volt, 1000 nM koncentracional pedig a felére
csokkent. A ponatinib altalunk észlelt, a "coated"-vérlemezkékre gyakorolt gatld hatasat
klinikailag relevansnak tartjuk, mivel kordbban azt talaltuk, hogy a kimutatasukra alkalmazott
aramlasi citometriai modszer érzékenyebb, mint a klasszikus trombocita aggregometriara épiild

vizsgalatai modszerek.

A ponatinib-kezelés a CML-betegeknek csak kis hanyadara korlatozodik. Olyan betegek
esetében javasolt alkalmazésa, akiknél mas TKI-kezelések sikertelennek bizonyultak, vagy
akiknél megtalalhatd a BCR::ABL1 ritka, T3151 mutéacidja. Vizsgalataink iddpontjaban
Magyarorszagon Osszesen 22 beteg részesiilt ponatinib kezelésben. Ezen betegek koziil csak
korlatozott szdmban (n=5) volt hozzaférésiink a ponatinib kezelés trombocita funkciéra
gyakorolt hatasanak értékeléséhez. A tartosan ponatinib kezelésben részesiild betegeknél a
kollagénnel vizsgalt maximalis trombocita aggregacié (ATmax érték) mar a kdvetkezd dozis

bevétele elotti (Co) mintakban jelentdsen csokkent volt, és a referencia tartomany alatt maradt.



fgy mind az in vitro, mind az ex vivo eredmények alatamasztjik a ponatinib gatld hatasat a
klasszikus trombocita-agonistak altal, a GPVI receptoron keresztiil kivaltott vérlemezke

aktivaciora.

Az in vitro vizsgalatokat ellendrzott koriillmények kozott végeztiik egészséges, ponatinibet nem
szed6 Onkéntesek PRP vagy GFP mintain. CML-es betegek esetében tobbféle, egyidében
szedett gydgyszer is hatdssal lehet a plazméaban egyébként nagymértékben fehérjéhez kotott
plazmaban kifejtett hatasa is jelent6sen eltérhet az in vitro alkalmazott, PRP vagy GFP
mintakhoz képest. Elvégzett vizsgalataink alapjan azt allapitottuk meg, hogy a ponatinib
vérlemezkékre gyakorolt gatlo hatasa 0sszefiigg a Sarcoma csalad kinazainak (LYN, FYN és
SRC) gatlasaval. Egy korabbi tanulmanyban a gatlas mértékét hasonlonak talaltak a dazatinib
¢s a ponatinib esetében, ami magyardzhatja annak gyengité hatdsdt a GPVI receptoron
keresztiili trombocita aktivaciora. Mivel a LYN konstitutivan aktiv, a kisebb ponatinib dozis a
érzékenységli gatlohelyét blokkolta. A vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a ponatinib-kezelés
megvaltoztatja mind az érfal, mind a vérlemezke funkcidit, ami utobbit hiperaktivva teszi.
mikrovaszkularis endotéliumhoz. A trombocita adhéziot a szabadda valt A1 domén GPlba
kotddése kozvetitette az endothelhez, vagy a leukocita-trombocita komplexhez kapcsol6do
VWEF-hez. Ezek a folyamatok a nagy artéridkban és a periférias mikrocirkulacidban egyarant
eléfordultak. Ez utobbi iszkémias valtozasokat idézhet el az egyes szervek (pl. kamrai

szivizom) muiikodésben.

A ponatinibet szedd betegek kardiovaszkularis eseményei a vérlemezkékre és a keringésben
1év6 egyéb sejtekre gyakorolt hatas kovetkezményei lehetnek. Kisérleti dsszeallitasunkban a
ponatinib vérlemezkékre gyakorolt gatlo hatasat PRP és GFR kornyerzetben vizsgaltuk. A
teljes vérmintdk monocita-trombocita aggregatumok képzdédésének eredményei azonban a
ponatinib lehetséges aktivald hatdsdt mutattdk a vérlemezkékre és/vagy a monocitakra.
Vizsgélati eredményeink egyik korlatjat a ponatinibbel kezelt betegek mintdinak kis szdma
jelentette. Tovabbd a ponatinib gatld hatdsat tisztitott kisérleti kornyezetben igazoltuk.
Osszefoglalva, lumi-aggregicios vizsgilatokkal és a "coated"-vérlemezkék &ramlasi

citometridas modszerrel torténd kimutatdsaval in vitro kisérletekben és ex vivo mintdkban



kimutattuk a ponatinib gatlo hatdsat human vérlemezkékre, ahol a végsd hemosztatikus hatas

nagymértékben fiigg a mérés koriilményeitdl.

7. Uj megallapitasok

Vizsgalataink soran a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont, Belgyogyaszati Klinika,
Hematologia Tanszékén gondozott 120 CML-s beteg adatait dolgoztuk fel. A beteg-, illetve
betegségspecifikus adatok részletes elemzésével értékeltiilk a progresszido mentes €s a teljes
tulélési eredményeket. Részletesen vizsgaltuk az adott TKI kezelések kapcsan jelentkezo
mellékhatasokat, melyek irodalmi adatokkal kiegészitett részletes ismertetését eldszor
publikaltuk Magyarorszagon. A dazatinib kezelés kapcsan észlelt vérzékenységre utalo tiinetek,
illetve a ponatinib terapiaval Osszefiiggd fokozott kardiovaszkularis kockazat hatterének
tovabbi vizsgalatara a klasszikus lumi-aggregacios vizsgalatokon tal, a primer hemosztazisban

kulcsszerepet jatszo "coated"”-vérlemezkék kialakulasanak valtozasat hataroztuk meg.

Dazatinibet szed6 CML-es betegek ex vivo mintainak vizsgalata kapcsan igazoltuk, hogy a
maximalis aggregacid szignifikdns csokkenése alakul ki 1 oraval a gyogyszer bevételét
kovetden. Az aggregacios gorbék a dozis utan 4 oOraval normalizalodtak. Ugyanakkor
kimutattuk azt is, hogy a dazatinib a "coated"-trombocita képzddés szignifikans csokkenését
okozza, és ez a hatas akkor is kimutathat6, amikor a hagyomanyos vérlemezke-funkcios

vizsgalatok mar nem jeleznek eltérést.

Megallapitottuk tovabba, hogy a ponatinib elékezelés dozisfiiggd modon gatolja a "coated-
vérlemezkék képzddését, valamint szignifikansan gatolja a kollagén 4ltal kivaltott aggregaciot
képest. Eredményeink azt is igazoltdk, hogy a ponatinib gatlo hatdssal van a GPVI agonistak

altal kivaltott vérlemezke aktivaciora.

Mindezek alapjan eldszor igazoltuk, hogy a ”coated”-vérlemezke meghatarozas érzékenyebb
indikatora a dazatinib okozta primer hemosztazis eltéréseknek, mint a klasszikus aggregacios
vizsgalatok, tovabba a ponatinib kezelés kapcsan észlelt fokozott kardiovaszkularis események
a primer hemosztazis eltérésein tul egyéb (plazma koncentracid, endothel diszfunkcio)

tényezOk hatasanak eredményeként alakulhatnak ki.



8. Koszonetnyilvanitas

Mindenekeldtt témavezetémnek, Dr. Batar Péternek szeretném koszonetemet kifejezni, aki
szakmai Otleteivel megalapozta a kutatdbmunkamat. Segitségemre volt a tervezésében, a
kivitelezésben, az eredmények értékelésében, és minden probléma megoldasdban dnzetleniil

mellettem allt. Halas vagyok az élet minden teriiletén nyujtott tamogatasaért.

Koszonet illeti Bekéné Dr. Debreceni Ildikot az eredményes kdzos munkaért, a statisztikai

szamitasokért €s az eredményeink 6sszegzésében nyujtott segitségért.

Halaval tartozom Dr. Ujj Gyorgynek, aki egyetemi éveim alatt, TDK munkdm

témavezetdjeként felkeltette érdeklédésemet a hematologia irant.

Koszonom Illés Arpad professzor urnak, hogy folyamatosan 6sztondzte tudomanyos

munkamat.

Koszonettel tartozom Kappelmayer Janos professzor urnak és Dr. Kerényi Adriennek, akik

szakértelmiikkel és tanacsaikkal segitették a k6zos munkat.

Kiilon koszonet illeti Dr. Barathné Szikora Evat, aki mindig lelkesen segitségemre volt a
betegekkel vald kapcsolattartasban, a viszgalatok ¢és vérvételek megszervezésben ¢és

kivitelezésében.

Koszonettel tartozom Dr. Ruszty Katalin Zsofianak és Futé Doéranak az adatok

rendszerezésében nyujtott segitségiikért.

Ko6szonom a kozlemények valamennyi tarszerzéjének és munkatarsaimnak a segitséget és a

tamogatast.

Végezetiil halasan koszondm a csalddomnak, elsésorban a sziileimnek és gyermekeinek a

tamogatast, azt hogy szeretettel és tiirelemmel mindvégig mellettem alltak.
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